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Desenvolvimento de glioblastomas priméarios e secundarios.

Possiveis relagdes para a produgdo das células de propagacdo
dos tumores cerebrais e a geragdo do glioblastoma multiforme
(GBM). Durante a diferenciacdo normal do sistema nervoso
central, as células tronco neurais irdo se diferenciar em células
progenitoras neurais/gliais. Estas células tém a capacidade de
produzir oligodendrdcitos e/ou os astrdcitos, mas ndo ambos.
As mutagdes que geram GBM podem ocorrer em todos os
niveis dentro desta linhagem e produzir células iniciadoras de

tumor.

Ressondncia Magnética (RM) encéfalo (axial flair A e B) e
(axial e coronal T1 pods-contraste C e D) evidenciou lesdo
infiltrativa hiperintensa na ponderacdo T2 na regido temporal
esquerda, que ndo apresenta realce pelo contraste
paramagnético endovenoso (EV). Perfusio por RM (E)
evidenciou  hipoperfusdo na lesdo (perfusdo fria).
Espectroscopia por RM (F) evidenciou aumento do pico de

colina e redug@o de N-acetil aspartato.

Ressonancia Magnética (RM) encéfalo (axial flair A ¢ B) e
(axial e coronal T1 pds-contraste C e D) evidenciou lesdo
infiltrativo hiperintensa na pondera¢do T2 na regido fronto
parietal esquerda, com discreto realce pelo contraste
paramagnético endovenoso. Perfusdo por RM (E) evidenciou
hiperperfusdo na lesdo (perfusdo quente). Espectroscopia por
RM (F) evidenciou aumento do pico de colina e reducdo de N-

acetil aspartato.

Ressondncia Magnética (RM) encéfalo (axial flair A e B) e
(axial e sagital pos-contraste C e D) evidenciou lesdo nodular
com necrose central e realce periférico pelo contraste

paramagnético endovenoso, localizado na regido frontal direita.
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Perfusio por RM (E) evidenciou hiperperfusdo na lesdo
(perfusdo quente). A Espectroscopia por RM (F) evidenciou

aumento do pico de colina e redu¢@o de N-acetil aspartato.

Padrdo de amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) em tempo real, mostrando gendtipo homozigoto
selvagem, representado pela amplificagdo do alelo especifico

marcado com agente fluorescente (FAM) em azul.

Padrao de amplificagdo por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) em tempo real, mostrando genotipo heterozigoto com
amplificacdo de ambos os alelos especificos marcados com

agente fluorescente (FAM) e agente fluorescente (VIC).

Padrao de amplificagdo por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) em tempo real, mostrando gendtipo homozigoto
mutante, representado pela amplificacdo do alelo especifico

marcado pelo agente fluorescente (VIC) em verde.

Curva atuarial de Kaplan-Meier na analise de sobrevida (livres
de evento/6bito) em pacientes com gliomas. A) Andlise de
acordo com a gravidade da doenga. B) Grupo total,
independente da gravidade da doenca. GI= grau I; GII= grau II;
GIII= grau I1I; GIV= grau IV; Teste Log Rank.

Curva de Kaplan-Meier na analise de sobrevida (livre de
evento/0bito) em pacientes com gliomas, relacionados aos
gendtipos: A) CCNDI (cyclin DI) = gendtipo GG e AG/AA; B)
XRCC1 (X-ray repair cross complementing group 1) =
genotipo TT e TC/CC; C) RTELIl(regulator of telomere
elongation helicase 1) = gendtipo AG; D) EGFR (epidermal
growth factor receptor) = gendtipo TT e TC e E) VEGF
(vascular endothelial growth fator) = gendtipo GG e GC/CC;
Teste Log Rank.
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evento/ Obito) em pacientes com gliomas que receberam
tratamento com Temozolamida (TMZ) e radioterapia; Teste

Log Rank.



Lista de 2uadros



Quadro 1.

Quadro 2.

Quadro 3.

LISTA DE QUADROS

Classifica¢do de gliomas de acordo com a Organiza¢do Mundial da
Saude. A incidéncia e a faixa etdria sdo descritas consoante o
subtipo glial.

Caracterizag@o da amostra de acordo com os subtipos histologicos

-referente a Organizagdo Mundial da Saude (Louis 2007).

Primers, etapas de amplifica¢do por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) em tempo real, polimorfismos XRCCI-rs25487, CCNDI-
1$9344, RTEL1-rs6010620, EGFR-rs1468727 ¢ VEGF-rs2010963.

XViii

18

24



Lista de “[abelas



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

LISTA DE TABELAS

Distribui¢do de comorbidades e hdbitos de vida em pacientes
com gliomas (GE) e individuos sem sinais da doenca (grupo

controle — GC).

Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo CCNDI- rs9344 em pacientes com glioma (GE) e

individuos sem a doenga (GC).

Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo XRCCI- rs25487 em pacientes com glioma (GE)

e individuos sem a doenga (GC).

Distribui¢do das frequéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo RTELI- rs6010620 em pacientes com glioma (GE)

e individuos sem a doenga (GC).

Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo EGFR- rs1468727 em pacientes com glioma (GE)

e individuos sem a doenga (GC).

Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo VEGF- rs2010963 em pacientes com glioma (GE)

e individuos sem a doenga (GC).

Frequéncia de tabagismo de acordo com os genotipos de
CCND1-rs9344, XRCCI-1s25487, RTELI-rs6010620, EGFR-
151468727 e VEGF-1s2010963 em pacientes com glioma (GE) e

individuos controles (GC).

Frequéncia de etilismo de acordo com os genotipos de CCNDI-
159344, XRCC1-rs25487, RTEL1-rs6010620, EGFR-rs1468727 e
VEGF-1s2010963, em pacientes com glioma (GE) e individuos
controles (GC).

Frequéncia de hipertensdo arterial sistémica (HAS) de acordo

com os gendtipos de CCNDI-rs9344, XRCC1-rs25487, RTELI-

XX

32

33

34

35

36

37

39

40

42



Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

16010620, EGFR-rs1468727 ¢ VEGF-1rs2010963, em pacientes

com glioma (GE) e individuos controles (GC).

Frequéncia de diabetes mellitus (DM) de acordo com os
gendtipos de CCNDI-rs9344, XRCCI-rs25487, RTELI-
16010620, EGFR-rs1468727 ¢ VEGF-rs2010963, em pacientes

com glioma (GE) e individuos controles (GC).

Distribui¢do de pacientes com glioma (GE) e controles (GC)
considerando indice de massa corporal (IMC: eutrofia -
<24,99kg/m” e sobrepeso ou obesidade - >25kg/m?) e gendtipos
de CCNDI-1s9344, XRCC1-1s25487, RTEL1-rs6010620, EGFR-
1s1468727 ¢ VEGF-rs2010963.

Frequéncia dos graus histologicos de acordo com os genotipos de
CCND1-1s9344; XRCCI-rs25487; RTELI-rs601620; EGFR-
1468727 e VEGF-1s2010963 em pacientes com gliomas.

Analise do perfil anatomorfoldgico/funcional por ressonancia

magnética em pacientes com glioma.

Andlise de regressdo logistica considerando habitos de vida e
comorbidades, além dos gendtipos de risco dos polimorfismos de
CCNDI, XRCCI, RTELI, EGFR e VEGF em pacientes com

gliomas e individuos sem a doenca.

XXi

43

44

46

48

50



Lista de r¥neviatunas e Scmbolos



%

v

11
11

v

ABESO

Arg
CBV

CCND1
Co
CAAE
DEPC
DL

DM
DNA
EDTA
EGFR
ERM
EHW
FAMERP
FFPE
Fem

G

XXiii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Porcentagem

Por

Menor

Maior

Maior ou Igual

Mais ou Menos

Grau histoldgico do tumor Grau I

Grau histoldgico do tumor Grau II
Grau histolégico do tumor Grau III
Grau histoldgico do tumor Grau IV

Microlitro

Associacdo Brasileira para o estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabdlica

Argenina

Volume Sanguineo Cecebral

Centimetro

Cyclin D1

Colina

Certificado de Apresentagio para Apreciacio Etica
Agua ultrapura

Desequilibrio de ligagdo

Diabetes mellitus

Acido desoxirribonucleico

Acido etilenodiamino tetra-acético

Epidermal growth factor receptor

Espectroscopia por ressonancia magnética

Equilibrio de Hardy Weinberg

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
Tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina
Sexo feminino

Gramas



GC
GBM
G1-S
GE

Gln
HAS
HB/FAMERP
HW
INCA
IMC
Kb
KDa
Kg/m?
Mas
Mg/mL
MiliQ
MGMT
Min
mL
mmHg
Mmol/L
mTOR

Ng

°C
OMS
PCR
qPCR
RM
RNA
RNAm

RTEL1

XXiv

Grupo controle

Glioblastoma

Fase G1 para Fase S do ciclo celular
Grupo de estudo

Glicina

Hipertensao arterial sistémica
Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
Hardy Weinberg

Instituto Nacional do Céancer

Indice de massa corporal

Kilo base

Kilo Dalton

Quilograma por metro quadrado
Sexo masculino

Miligrama por mililitro

Agua deionizada

Metilagdo do gene MGMT (o6-metilguanina-dna-metiltransferase)
Minutos

Mililitro

Mililitros de mercureo

Milimol por litro

Alvo da rapamicina em mamiferos
Numeros de individuos

Nanograma

Grau Celsius

Organizacdo Mundial da Saude
Polymerase chain reaction
Quantitative Polymerase chain reaction
Ressonancia magnética

Acido ribonucleico

Acido ribonucléico mensageiro
Rotagdo por minuto

Regulator of telomere elongation helicase 1



SNC
SNPs
TA
TC
TMZ
U/uLL

VEGF-A
VEGFR
XZ
XRCCI1

XXV

Segundos

Sistema nervoso central

Polimorfismos de nucleotideo unico
Temperatura ambiente

Tomografia computadorizada
Temozolamida

Unidade por microlitro

Volts

Fator de crescimento endotelial vascular A
Receptor de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
Teste Qui-quadrado

X-ray repair cross complementing group 1



XXVi



XXVii

RESUMO

Introducdo — Gliomas destacam-se como os tumores malignos mais agressivos do
sistema nervoso central. A identificagdo de genes candidatos a biomarcadores contribui
para esclarecer a fisiopatologia dos gliomas e auxiliar no diagndstico precoce da
doenca, além de novas intervengdes terapéuticas. Objetivos - Avaliar a associagdo de
variantes genéticas relacionadas a regulagdo do ciclo celular (CCND1), reparo (XRCCI)
e integridade do DNA (RTELI), sinalizacdo intracellular (EGFR), e angiogénese
(VEGF) com gliomas, além do perfil anato-morfologico/funcional e resposta ao
tratamento. Casuistica e Métodos — Foram estudados 303 individuos, sendo 100 com
gliomas (GE=Grupo de Estudo), independente do grau de malignidade e 203 controles
(GC=Grupo Controle) para andlise dos polimorfismos CCNDI-rs9344, XRCCI-
1525487, RTELI1-rs6010620, EGFR-rs1468727 ¢ VEGF-rs2010963. As genotipagens
foram realizadas por PCR em tempo real (TagMan SNP Getotyping). Perfil anato-
morfoldgico/funcional foi obtido por ressonancia magnética, enquanto dados clinicos,
habitos de vida e comorbidades em prontudrio médico e questionario. Admitiu-se erro o
de 5%. Resultados - Tabagismo, etilismo, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
diabetes mellitus (DM) prevaleceram nos pacientes, comparado aos controles (P<0,05).
Destacaram-se em ambos os grupos o genotipo heterozigoto de CCND1-rs9344 (G/A),
RTELI- 156010620 (A/G) e EGFR- 151468727 (T/C), e o homozigoto selvagem de
XRCCI-1s25487 (T/T) e VEGF- 152010963 (G/G), assim como os respectivos alelos G,
G, T, T e G (P>0,05). Genotipos com alelos mutantes prevaleceram em pacientes com
gliomas e habito tabagista (CCNDI, XRCCI, RTELI, EGFR e VEGF) ou etilista
(RTELI e EGFR) e comorbidades como HAS (RTELI ¢ EGFR) e DM (CCNDI,
RTELI, EGFR e VEGF), comparado aos controles (P<0,05). Nao houve relagdo entre os

referidos polimorfismos e o grau histoldégico dos gliomas (P>0,05). A andlise de
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regressdo logistica mostrou etilismo, HAS ¢ DM como fatores de risco independentes
para a doenga (P<0,0001; P=0,0069; P=0,0394, respectivamente). Pacientes com
gliomas de baixo grau (II) apresentaram sobrevida de 80,0+1,7% em trés anos,
comparados aqueles com alto grau (III-IV; P=0,2689), porém sem diferenca estatistica.
Enquanto a casuistica total mostrou 16,7+5,0% de pacientes livres do evento/dbito em
trés anos, sem relacdo com as variantes genéticas em ambas as analises (P>0,05).
Destacou-se a combinacdo de radioterapia (RT) e Temozolamide (TMZ + RT), com
sobrevida de 78,7+7,6% em 20 meses, comparado a TMZ (21,945,1%), porém sem
diferenca significante (P=0,8711). Conclusdo — Variantes genéticas de CCNDI,
XRCCI, RTELI, EGFR e VEGF nio se associam com gliomas, no entanto, habitos de
vida e comorbidades destacam-se nos pacientes, particularmente etilismo, HAS e DM,
fatores de risco independentes para a doenca. Ha relagdo entre presenca de alelos
mutantes, habitos de vida e comorbidades, o que pode potencializar o risco para
gliomas, no entanto, isso ndo ocorre para o perfil anatomorfologico/funcional. Ressalta-
se que gliomas de baixo grau conferem acréscimo a sobrevida dos pacientes, assim
como, o tratamento TMZ+RT o que deve ser, no entanto, confirmado em amplos

estudos.

Palavras-chave: Polimorfismo; Glioma; Sistema Nervoso Central; Genes EGFR;
Ciclina D1.
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ABSTRACT

Introduction - Gliomas stand out as the most aggressive malignant tumors of the
central nervous system. The identification of candidate genes as biomarkers helps to
clarify the pathophysiology of gliomas, supports in early diagnosis of the disease, in
addition to new therapeutic interventions. Objectives — To evaluate the association of
genetic variants related to cell cycle regulation (CCND1I), DNA repair (XRCCI) and
DNA integrity (RTELI), intracellular signaling (EGFR), and angiogenesis (VEGF) with
gliomas, as well as anatomic-morphological and functional profiles and response to the
treatment. Patients and Methods — A total of 303 individuals were studied: 100
patients with gliomas (SG=Study Group), regardless of the degree of malignancy; and
203 individuals without the disease (CG=Control Group). Genotyping of the
polymorphisms CCND1-rs9344, XRCC1-rs25487, RTEL1-rs6010620, EGFR-rs1468727
and VEGF-1s2010963 was analyzed by real-time PCR (TagMan® SNP Genotyping).
Anatomic/morphological and functional profiles were obtained through magnetic
resonance imaging; whereas clinical data, lifestyle habits and comorbidities from
medical records and questionnaire. Significance level set at 5%. Results - Smoking,
alcohol consumption, systemic arterial hypertension (SAH) and diabetes mellitus (DM)
prevailed in patients compared to controls (P<0.05). The heterozygous genotype stood
out in both groups, as well as the wild-type homozygous of XRCC1- rs25487 (T/T) and
VEGF- 152010963 (G/G), and their respective alleles G, G, T, T and G (P> 0.05).
Genotypes with mutant alleles prevailed in patients with gliomas, smoking (CCNDI,
XRCCI, RTELI, EGFR e VEGF) and drinking habits (RTEL! e EGFR) and
comorbidities, such as SAH (RTEL1 e EGFR) and DM (CCNDI, RTELI, EGFR ¢

VEGF), compared to controls (P<0.05). There was no relationship between these
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polymorphisms and the histological classifying of the gliomas (P>0.05). Logistic
regression analysis showed alcohol consumption, SAH and DM as independent risk
factors for the disease (P<0.0001, P=0.0069, P=0.0394, respectively). Patients with low-
grade gliomas (II) showed survival of 80.0+1.7% in three years, compared to patients
with high-grade gliomas (III-IV; P=0.2689), but without statistical difference. While the
total sample showed 16.7+5.0% in three years, with no relation with the genetic variants
in both analyses (P>0.05). The combination of radiation therapy (RT) and
Temozolamide (TMZ + RT) was emphasized, with survival rate of 78.7£7.6% in 20
months, compared to TMZ (21.9£5.1%), although with no significant difference
(P=0.8711). Conclusion - Genetic variants of CCNDI, XRCCI, RTELI, EGFR and
VEGF are not associated with gliomas. However, lifestyle habits and comorbidities
stand out in patients, mainly alcohol consumption and SAH and DM, which are
independent risk factors for the disease. There is a relationship between the presence of
mutant alleles, lifestyle and comorbidities, which can increase the risk for gliomas;
however, this does not occur for the anatomic/morphological and functional profiles.
Notably, low-grade gliomas show increased survival in patients, as well as the TMZ +

RT treatment which should be further confirmed in wide studies.

Keywords: Polymorphism; Glioma; Central Nervous System; erbB-1; Cyclin- D1.
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1. INTRODUCAO
1.1 Consideracoes Gerais

Os gliomas, originarios das células gliais, correspondem a 30% de todos os
tumores do sistema nervoso central (SNC) e 80% das neoplasias cerebrais malignas!=, ¢
o 17° tipo de cancer mais comum em todo o mundo’. Sua incidéncia é de seis em
100.000 habitantes por ano, em uma propor¢do de 3:2 para homens e mulheres,
respectivamente, na faixa etdria entre 45 e 70 anos*. O Instituto Nacional de Cancer®
estimou para 2016 no Brasil, 5.400 novos casos de cancer do SNC em homens e 4.830
em mulheres.

Ha relato de sobrevida relativa em cinco anos para pacientes com cancer do SNC
de 18,5% em homens e de 21,7% em mulheres no Brasil’. Destaca-se, nesse caso, alta
prevaléncia como segunda maior causa de 6bito associada a cancer em pacientes com
idade inferior a 35 anos®. Segundo a Organizagio Mundial da Saade (OMS), no Brasil a
taxa de mortalidade por cancer do SNC em 2013 para sexo masculino e feminino foi
4.370 e 3.983 obitos, respectivamente’. Em compara¢do com outros paises, os Estados
Unidos tém maior incidéncia de tumores cerebrais primarios com incidéncia de 22.000 e
13.000 6bitos por ano’, geralmente possuem melhor acesso a exames de diagndstico por
imagem do que as 4reas com baixas taxas como a India e Filipinas'’.

As regides com as maiores taxas de tumores cerebrais malignos primarios (por
exemplo, Europa do Norte, populacdo branca dos EUA e Israel: taxas de 11-20 por
100.000 habitantes) geralmente tém melhor acesso a imagem médica do que as areas
com as taxas mais baixas (por exemplo, India e Filipinas: taxas De 2-4 por 100 000
pessoas)'!. No entanto, parte da variagdo sugere diferencas étnicas na susceptibilidade

hereditaria ou diferencas culturais ou geograficas'>!3,



Os gliomas possuem sintomas clinicos independentes do grau de malignidade. A
convulsdo e cefaleia tém sido relatadas os sintomas mais frequentes nos pacientes
jovens 80%, principalmente nos tumores de grau II, enquanto os astrocitomas de alto
grau apresentam-se tipicamente com outros sintomas, como distirbios cognitivos e
déficits focais'*!”. O distirbio cognitivo é 0 mais comum entre os pacientes com idade

superior a 51 anos e especialmente em pacientes com mais de 70 anos'®.

1.2 Tipos de Gliomas

As células gliais que originam os gliomas tém fun¢do essencial como
. . . . ., 19
progenitores neurais, tanto ao longo do desenvolvimento quanto no individuo adulto™.
Compreendem a maior parte das células do sistema nervoso e sdo classificadas como

microglia e macroglia>?*2!

. A microglia compreende mais de 30% das células de
glioma??. Representada por macréfagos do SNC, desempenha papel crucial nas fun¢des
relacionadas ao sistema imunoldgico. Tornando-se ativa na deteccdo de agentes
infecciosos, sdo responsaveis pela fagocitose das células de necrose e apoptose, assim
como importantes para o desenvolvimento normal do cérebro®***. Macroglia sdo
astrécitos e constitui metade das células no SNC, sendo responsével pela modulacdo da
atividade neuronal, armazenamento e fornecimento de energia para os neurdnios, além
da regulacdo e permeabilidade do fluxo de sangue na barreira hematoencefalica®®. Estas
células podem diferenciar-se em tipos histologicos.

Existem quatro  subtipos  histoldgicos de gliomas: astrocitomas,
oligodendrogliomas, oligoastrocitomas e ependimomas que definem quatro graus de
malignidade, gliomas de grau I e II, considerados de baixo grau e gliomas de grau III e
IV considerados de alto grau, respectivamente?®?®. A OMS classifica os gliomas em

diferentes graus e nomenclaturas de acordo com sua histologia (Quadro 1)?%2%2°,



Quadrol. Classificacdo de gliomas de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude. A
incidéncia e a faixa etdria sio descritas consoante o subtipo glial?*2%,

Tipo de Glioma Grau Nomenclatura Incidéncia (%) Idade (anos)
Astrocitoma I Astrocitoma pilocitico 5-6 <20
1T Astrocitoma difuso 10-15 30-40
1 Astrocitoma anaplasico 10-15 45-50
v Glioblastoma multiforme 12-15 45-75
Oligodendroglioma II Oligodendroglioma 2,5 40-45
1 Oligodendroglioma anaplasico 1,2 45-50
Oligoastrocitoma I Oligoastrocitoma 1,8 35-45
1 Oligoastrocitoma anaplasico 1 40-45
Ependimoma I Subependimoma 0,7 50-60
1I Ependimoma 4,7 <16, *30-40
1 Ependimoma anaplasico 1 >16
*recidiva

Astrocitomas, tumores constituidos essencialmente de astrécitos, com fungdo de
nutrir e sustentar os neurdnios, compreendem a maioria dos gliomas e apresentam
diagndstico entre 30 e 40 anos™!'. Causam compressdo, invasio e destruicdo do
parénquima cerebral e arterial, hipoxia venosa, competicdo por nutrientes e liberagdo de
metabolitos®2. Os tumores grau I sdo biologicamente benignos, apresentam células bem
diferenciadas, assim como facilidade na remogdo cirirgica e recuperagdo®. O
astrocitoma difuso, grau II, é o glioma de baixo grau mais frequente e responde por
9,1% de todos os casos, sendo mais comum em individuos jovens*’. Embora conhecido
como de baixo grau, este tumor pode seguir percursos clinicos com infiltragdo difusa no
cérebro, dificultando a ressecc¢do cirargica. Estudos indicam que até 70% dos gliomas
de grau II progridem para astrocitomas de grau III/IV, entre cinco e 10 anos apds o
diagnéstico’.

Os astrocitomas anaplasicos de grau III apresentam comportamento agressivo,

caracterizado por aumento de neoplasia e mitose, assim como maior progressao



comparado aos tumores de grau II**

. Glioma de grau IV, também conhecido como
glioblastoma multiforme (GBM), ¢ o subtipo mais frequente, de maior malignidade,
com proliferacdo vascular e necrose duas a cinco vezes mais elevadas do que os tumores
de grau III, além de ser mais resistente a radioterapia e quimioterapia®**>. Nesse caso,
0s pacientes apresentam progndstico precario, apesar do tratamento agressivo, com
mortalidade superior a 95% em cinco anos*®*’. Os GBM correspondem cerca de 50% de
todos os astrocitomas e acometem mais homens que mulheres (razdo 1,6:1)*°. Sio
subdivididos em dois tipos, primarios e secundarios (Figura 1), de acordo com suas
caracteristicas clinicas e moleculares. O tipo primdrio ¢ o mais comum, acomete a faixa

etaria de 62 anos, em média, e apresenta crescimento tumoral mais rapido e agressivo,

assim como pior progndstico’.

=5F

Astrocitos ou células precurseras

| Astrocitoma de baixo grau |

[ Astrocitoma anaplasico ]

Secundario - | Glioblastoma multiforme J - Primario

Figura 1. Desenvolvimento de glioblastomas primarios e
secundarios?’.

Glioblastoma primario, também conhecido como “de novo”, ¢ o mais frequente
surge sem qualquer sinal clinico, desenvolve-se inicialmente a partir de um astrocitoma

difuso (grau II) ou astrocitoma anaplasico (grau III). Secundario ou progressivo



desenvolve-se lentamente por meio da progressdo de astrocitomas de baixo grau ou
anaplasico e acomete pacientes com idade superior a 45 anos. A sobrevida é,
geralmente, menor que um ano desde o diagnostico, e a maioria dos pacientes (90% a
95%) evolui para 6bito em dois anos>’->*3,

Os oligodendrogliomas sdo tumores da glia, que geralmente se originam na
substancia branca cerebral, mas podem ser encontrados em qualquer outro local do
SNC, sdo responsaveis pela produg¢do de mielina, auxiliando os neurdnios a transmitir
impulsos elétricos pelos axonios®”. Compreendem de 4% a 15% de todos os gliomas,
ocorrem principalmente em adultos, com idade entre 40 e 60 anos, mas também em
criangas (4%)*. Dividem-se em dois tipos histolégicos, como oligodendroglioma de
grau II, difusos com grande poder de infiltragdo e crescimento lento. Embora
considerado benigno, devido ao seu curso inicial, este tumor pode causar a morte*!. E
oligodendroglioma anaplasico, possui alta atividade mitdtica, proliferacdo vascular
acentuada, atipia nuclear e necrose, muito semelhante ao glioblastoma®. Ja os
oligoastrocitomas, representam cerca de 5% dos tumores cerebrais primarios*?, possuem

caracteristicas semelhantes a oligodendrogliomas e astrocitomas®>*

, € melhor resposta
ao tratamento quando comparados aos demais tipos de glioma**.

Os ependimomas, tumores raros que surgem do epéndima, constituem 2% de
todas as neoplasias do SNC. Sua incidéncia anual € de dois a quatro casos a cada milhao
de habitantes®®. Este tipo de tumor corresponde a 5% dos gliomas intracranianos em
adultos e até 10% em criancas*. Segundo a OMS eles sio classificados em grau I-111.
Subependimoma grau I apresenta crescimento lento, proliferacdo endotelial e atipia,

podem ser assintomaticos e na maioria das vezes é considerado benigno*®. Ependimoma

grau II possui atipia nuclear e necrose, além de alta atividade mitética*®. J4 os



ependimomas anaplésico de grau III, considerados tumores de alto grau, possuem alta

proliferacdo celular e rapido crescimento®.

1.3 Carcinogénese de Gliomas

A maioria dos estudos considera que os gliomas sdo originados de células gliais
diferenciadas. Entretanto, outra hipdtese ¢ seu desenvolvimento a partir de células

progenitoras neuronais com grande capacidade de auto-renovacdo e divisdo celular

(Figura 2)%°.
Mutacdes
Capacidade de
proliferacio
—_—
Células tronco Neural/Glial (Células tumorais
neurais Células iniciais
gVv2 7 progenitoras =
CD133+ Células de Auto renovacio
transporte
I-ﬂiﬁl:ldls Tumor GBM
\ L . diferenciacio
. * \? ——+ proliferaciio
Dligmienrfrncitns Astrocitos — mutacio

Figura 2 - Possiveis relagdes para a produgdo das células de propagag¢do dos tumores
cerebrais e a geragdo do glioblastoma multiforme (GBM). Durante a diferenciacdo normal do
sistema nervoso central, as células tronco neurais irdo se diferenciar em células progenitoras
neurais/gliais. Estas células tém a capacidade de produzir oligodendrdcitos e/ou os astrocitos,
mas ndo ambos. As mutacdes que geram GBM podem ocorrer em todos os niveis dentro desta
linhagem e produzir células iniciadoras de tumor®*’.

O processo de carcinogénese de gliomas envolve actimulo de alteracdes
genéticas e epigenéticas como delecdes e amplificagdes de regides cromossomicas,

mutacdes génicas, metilagdes ou desmetilagdes de DNA e de histonas*®. A origem



celular dos gliomas constitui-se na célula estaminal neural, que origina novos neurénios
e células gliais no cérebro adulto, nesse contexto, mutagdes oncogénicas nesta linhagem
conduzem & formagio de tumores malignos®.

O desenvolvimento de gliomas ¢ atribuido as interacdes entre os fatores
ambientais e genéticos. Ressalta-se a exposicdo a radiacdo ionizante como radiagdo
eletromagnética de telefones celulares, como importante fator de risco, pois induz danos
oxidativos ao DNA, que podem ativar inflamagao, ruptura da barreira hematoencefalica,
lesdo, desmieliniza¢do, necrose vascular e edema® 2. O alcool, também é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica e, portanto, confere risco para glioma, além de
outros tumores malignos>>.

Adicionalmente, a nicotina, um importante componente ativo do cigarro,
estimula o comportamento maligno em células de glioma®*>®. OQutros fatores de risco,
como doencas cardiovasculares (hipertensdo, diabetes) e idade avancada parecem
acarretar leucoencefalopatia, que ocasiona infeccdo dos oligodendrécitos, originando
células cancerosas>®. Fatores genéticos também conferem risco para a doenca, incluindo

polimorfismos genéticos e histérico familial de cancer>7-,

1.3.1 Aspectos genéticos

Alteragdes genéticas em tecidos tumorais ou sanguineo podem ser identificadas
como biomarcadores e contribuir para o diagndstico de gliomas. Ressalta-se que a
caracterizacdo genética e molecular auxilia a classificacdo histopatoldgica da OMS,
assim como a escolha da melhor estratégia terapéutica*®>*%. No entanto, ainda sdo
obscuros os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de gliomas.

Recentemente, avangos tecnoldgicos de genotipagem de variantes genéticas

envolvidas com mecanismo, etiologia e prognostico de gliomas tém mostrado genes



susceptiveis e fortemente relacionados a doenga®'. Nesse contexto, destacam-se genes
responsaveis pelo reparo (XRCCI = X-ray repair cross complementing group 1) e
integridade do DNA (RTELI = Regulator of telomere elongation helicase 1), assim
como regulagdo do ciclo celular (CCNDI = cyclin DI) e sinalizagdo intracelular (EGFR
= epidermal growth fator receptor)®®®®, além do regulador de angiogénese (VEGF =
vascular endothelial growth fator), que contribuirdo para melhor caracterizagdo desse
tipo de tumor®*.

O gene XRCC1 localiza-se no cromossomo 19q13.2 humano, possui 17 éxons e
codifica uma proteina responsavel pelo reparo de danos de cadeia simples do DNA
causados por radiagdo ionizante, por excisdo de base nitrogenada. Portanto, ¢ um
importante componente para vias de reparo do DNA, contribuindo para melhor
estabilidade genética®. O polimorfismo XRCCI-Arg399GIn (rs25487), localizado no
éxon 10, apresenta-se frequentemente alterado no cancer de mama, gastresofagico e

66,67

glioma®™®’. Este polimorfismo envolve mudangas de aminodcidos nas sequéncias

evolutivamente conservadas, pode alterar a fungcdo de XRCC1, o que diminui a cinética
de reparacio e aumenta o risco de glioma®*-%%,

As mutagdes que ocorrem nas bases nitrogenadas de nucleotideos causam as
lesdes mais comuns do DNA. Portanto, uma vez afetada a fun¢do da proteina XRCCl,
pode aumentar a sensibilidade celular a radiacdo, estresse oxidativo e agentes
alquilantes®®. Atualmente, mais de 300 alteragdes de apenas um nucleotideo foram
identificadas no gene XRCCI. Ressalta-se que os genes de reparo de DNA possuem
fungdes importantes na manutencéo da estabilidade gendmica e reparagio de diferentes
vias, que sdo mediadas por genes reguladores do ciclo celular®?.

O gene RTELI, localizado no cromossomo 20ql13.33 humano, também ¢&

responsavel pela manutencdo e integridade do DNA, assim como da apoptose, tendo em



vista seu papel essencial na regulagio do comprimento dos teldmeros’®’!. Estudos
mostram associacdo entre RTELI e tumores cerebrais, incluindo os gliomas’”. Os
telomeros sdo estruturas de DNA, presentes nas extremidades dos cromossomos,
protegendo o DNA de qualquer tipo de degradagio’, logo, sua destruicdo resulta em
instabilidade cromossomica. Tal situagdo pode induzir a morte celular e,
consequentemente, inibicdo do tumor, ou instabilidade genética ocasionando a
carcinogénese. Desse modo, mutacdo de RTELI desempenha papel critico na iniciagao

70,74

do tumor Héa referéncia da associagdo entre RTELI e cancer de figado,

gastrointestinal e mama’*, enquanto o polimorfismo rs6010620 A/G, presente no éxon
12, pode ser fator de risco para gliomas’>">76,

Destaca-se também o gene CCND1, localizado no cromossomo 11q13 humano,
com efeito regulador do ciclo celular. Codifica uma proteina (ciclina D1) importante no
controle da interfase (G1-S), responsavel pela transi¢do do ciclo celular, cuja alteragao
pode ocasionar propagacdo de danos no DNA e acimulo de erros genéticos’’. H4
referéncia de que a supress@o de CCDNI inibe o crescimento de células do glioma,
tornando-se candidato para susceptibilidade de tumor cerebral’®”. Nesse contexto, o
polimorfismo CCNDI-G870A (rs9344), presente no éxon 4, codifica uma proteina de
vida longa, comparado a variante do tipo selvagem, conferindo maior risco a cancer de
bexiga, prostata, pulmao, figado e esdfago®”.

A apoptose e as vias do ciclo celular tém relevancia na etiologia do tumor
cerebral, sendo que expressdo elevada de CCND! foi observada em GBMs, indicando
envolvimento da atividade dessa proteina com esse tipo de tumor®!. Adicionalmente, a
amplificacdo, mutacdo e elevada expressio de CCNDI podem ser associadas com

resisténcia a quimioterapia e progndstico desfavoravel em tumores de mama, cerebrais e

de células germinativas testiculares®?>. Recentemente, demonstrou-se que supressio de
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CCNDI! reduz proliferacdo e invasdo de células de glioma, sugerindo o papel crucial
deste gene na gliogénese e definindo a ciclina como um alvo promissor para a terapia
molecular®®. H4 referéncia da associagio do polimorfismo CCND1-G870A com o risco
de glioma®*%3,

O processo carcinogénico envolve também mecanismos relacionados com a
sinalizagdo intracelular. Nesse caso, destaca-se o gene EGFR localizado no cromossomo
7p11.2 humano, que participa de um processo complexo envolvendo a regulacdo de

redes de sinalizacdo intracelulares em varios tipos de tumores®’.

Mutagdes que
ocasionam aumento da expressdo ou atividade do EGFR podem resultar em cancer®,
pois a ativagdo desse gene aumenta a proliferagdo, migracao e invasdo celular, e reduz a
sinalizacdo da apoptose®®®’. H4 referéncia de polimorfismos do gene EGFR associados

a cancer de pulmio, mama e esofago®®°

, 0 que deve ser esclarecido em relagdo a
gliomas. Estudos sugerem que a regula¢do da via EGFR desempenha papel importante
na progressdo do glioma, sendo que varios SNPs (single nucleotide polymorphism)
podem estar relacionados com o risco de glioblastoma*®!. Destaca-se o polimorfismo
EGFR-1s1468727 (C/T), presente no intron 13, pois a presenga do alelo C pode
aumentar o risco de glioma**2,

O processo de desenvolvimento de tumores estd envolvido com intimeros
fatores, dentre eles, a angiogénese que ¢ um importante regulador da progressdo de
gliomas®®. Durante o crescimento dos tumores, ¢ necessaria quantidade adequada de
oxigénio e nutricdo, que ¢ adquirida por novos vasos sanguineos derivados daqueles ja
existentes. Assim, a inibi¢do das vias angiogénicas ¢ um possivel alvo terapéutico para

diversos tumores malignos. Nesse contexto, ressalta-se o fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF), um potente estimulador da angiogénese, que se relaciona a fatores de
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crescimento, citocinas inflamatorias, além de ser conhecido como um ativador de
oncogenes’*.

As atividades de VEGF s@o mediadas por trés receptores, incluindo VEGFR-1,
VEGFR-2 e VEGFR-3. A maioria dos estudos sugere que o VEGF se liga
predominantemente a VEGFR-2, também conhecido como o receptor do dominio de
insercdo quinase (KDR), responsavel pela ativacio da cascata das vias de VEGF.
Nesse caso, varios SNPs estdo relacionados ao desenvolvimento de gliomas®*%*. Destes,
destaca-se o polimorfismo VEGF-C634G (rs2010963), localizado no cromossomo
6p21.3 humano, responsavel pelo aumento de expressdo de VEGFA em ambos os niveis
de transcrigdo e tradugdo, influenciando na agressividade do tumor®*. Diversos estudos
mostram associagdo de VEGF-C634G, relaciona-se com cancer de pulmao, boca, colo

94-97

retal, mama, géstrico e bexiga™ ', o que ainda necessita esclarecimento, em relagdo aos

gliomas.

1.4 Diagnostico e Tratamento de Gliomas

Os tumores cerebrais estdo localizados, geralmente, em regides de dificil acesso,
resistentes a radiacdo, quimioterapia e remogdo cirurgica, oferecendo grande risco as
funcgdes cerebrais. Atualmente, o diagnostico € realizado principalmente por exames de
imagem, como ressonancia magnética (RM) e métodos complementares de perfusdo e
espectroscopia (Figuras 3 a 5), seguido de bidpsia e anélise histologica’® %,

O exame de perfusdo por RM pode ser realizado em conjunto com as imagens da
RM convencional, mostrando as variagdes regionais da microcirculagdo encefalica por

meio de mapas do volume sanguineo cerebral (CBV). O mapa do CBV reflete a

vascularizagdo das lesdes encefalicas, o qual estima indiretamente a angiogénese,
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possibilita a caracterizag¢@o de dreas com maior ou menor perfusio e, consequentemente,
contribui para a diferenciagdo entre lesdes neoplésicas e ndo neoplésicas'®!-1%2,

A espectroscopia por ressonancia magnética (ERM), um método ndo invasivo,
relativamente rapido e de facil aplicacdo, fornece informagdes metabdlicas/bioquimicas
do parénquima cerebral normal e de processos patologicos' %1%, Este método utiliza os
mesmos principios fisicos da RM convencional, mas difere na forma em que os dados
sdo processados e apresentados. Nesse caso, em vez de imagens sdo obtidos graficos de
amplitude versus frequéncia!®®, como por exemplo, o aumento do pico da colina (Co),
em gliomas malignos ou na regido perilesional dos gliomas de alto grau, devido a
infiltracdo tumoral do tecido cerebral adjacente as bordas da lesao.

O aumento da expressdo de Co observado nos gliomas encefélicos ¢ devido ao
aumento da sintese de membrana e proliferacio celular'®1%’. Os picos de lipidios e
lactato também s@o encontrados em neoplasias. Lipidios sugerem necrose macroscopica
devido a ruptura da membrana celular, e sua presenga em astrocitomas pode estar
relacionada ao grau histoldgico. Ja o lactato na regido perilesional em tumores ¢&,
provavelmente, devido a hipdxia causada por edema vasogénico!%%1%°,

Portanto, diagnostico por imagem ¢ constantemente utilizado a fim de identificar
subgrupos de pacientes com glioma e, potencialmente, oferecer diferentes tipos de

tratamento direcionado a cada paciente''”.

Atualmente, trés terapéuticas sdo
recomendadas aos pacientes. Primeiramente, a ressec¢do cirurgica ¢ indicada na maioria
dos casos de tumor cerebral, com objetivo de remover amplamente a neoplasia com a
maxima preservacdo do tecido normal adjacente e das fungdes neuroldgicas. A
radioterapia desempenha papel central no tratamento paliativo do tumor cerebral, na

doenca inicialmente inoperavel ou recorrente, pois a irradiagdo focal por meio de

técnicas convencionais permite estabilizar ou melhorar a condi¢do funcional. J& a
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quimioterapia antineoplasica ¢ pouco ativa para o cancer cerebral, produzindo beneficio
clinico temporario para alguns pacientes’.

Em compara¢@o com outros tumores, os gliomas apresentam maior dificuldade
em relacdo a terapéutica, devido a barreira hematoencefilica!'!. Os tratamentos
disponiveis apresentam dificuldade por ndo conseguir facil penetragdo pela barreira

1'%, Desse modo, apesar dos avangos na

hematoencefalica até alcan¢ar a massa tumora
terapia contra o cancer, pacientes com glioma ainda dependem da eficacia limitada dos
agentes alquilante temozolomida (TMZ), em combinagdo com a neurocirurgia e/ou
radioterapia!!'. Nesse contexto, estudos relacionando exames de imagem, grau e
progressao tumoral e perfil genético poderdo identificar biomarcadores, contribuindo no

diagnostico e progndstico, assim como, desenvolvimento de novas terapias no

tratamento de gliomas.

-

- &
’ - 4"'

Astrocitoma de baixo grau

Figura 3. RM encéfalo (axial flair A e B) e (axial e coronal T1 pds-
contraste C e D), evidenciou lesdo infiltrativa hiperintensa na ponderagao
T2 na regido temporal esquerda, que ndo apresenta realce pelo contraste
paramagnético endovenoso (setas brancas). Perfusdo por RM (E)
evidenciou hipoperfusdo na lesdo (perfusdo fria). Espectroscopia por RM
(F) evidenciou aumento do pico de colina e redugdo de N-acetil
aspartato.
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Astrocitoma anaplasico
Figura 4. RM encéfalo (axial flair A e B) e (axial e coronal T1 pos-
contraste C e D), evidenciou lesdo infiltrativo hiperintensa na ponderacao
T2 na regido fronto parietal esquerda, com discreto realce pelo contraste
paramagnético endovenoso. Perfusio por RM (E) evidenciou
hiperperfusdo na lesdo (perfusdo quente). Espectroscopia por RM (F)
evidenciou aumento do pico de colina e redu¢do de N-acetil aspartato.

Glioblastoma multiforme

Figura 5. RM encéfalo (axial flair A e B) e (axial e sagital pds-contraste C
e D), evidenciou lesdo nodular com necrose central e realce periférico pelo
contraste paramagnético endovenoso, localizado na regido frontal direita
(setas brancas). Perfusdo por RM (E) evidenciou hiperperfusdo na lesio
(perfusdo quente). A Espectroscopia por RM (F) evidenciou aumento do
pico de colina e reducdo de N-acetil aspartato.

14
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1.5 OBJETIVOS

Avaliar a associag@o de variantes genéticas relacionadas ao reparo e integridade
de DNA, regulagdo do ciclo celular e redes de sinalizagdo intracelulares com perfil
clinico, exame radioldgico anatomo-morfoldgico/funcional e resposta ao tratamento em

pacientes com gliomas.

1.5.1 Objetivos especificos
1. Analisar a frequéncia dos polimorfismos XRCC-rs25487, CCNDI-rs603965,
EGFR-rs1468727 ¢ rs730437, RTEL1-rs6010620 e VEGF-rs2010963 e combinag¢des de

genotipos de risco em pacientes com gliomas, comparado a individuos sem a doenca.

2. Avaliar a associacdo de glioma com hdbitos de vida, perfil demografico, e

comorbidades considerando-se as respectivas variantes gencticas.

3. Avaliar a associacdo entre o perfil genético, clinico e radiologico
anatomorfologico por imagem de RM, perfusdo e espectroscopia e resposta ao

tratamento.

4. Avaliar a razdo de chance para gliomas, sobrevida e complicacdes de

pacientes com a doenga, considerando o perfil genético, clinico e radiologico.
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2. CASUISTICA E METODOS
2.1 Casuistica

O célculo do tamanho amostral foi realizado utilizando-se o programa DIMAM
1.0, com base na estimativa de propor¢ao dos polimorfismos na populagdo geral, além
da precisdo absoluta no grupo com glioma!''2.

Trata-se de um estudo com delineamento do tipo longitudinal (caso— controle).
Para as andlises de polimorfismos genéticos foram selecionados 303 individuos
independente de sexo, grupo étnico e idade, distribuidos em dois grupos: Grupo Estudo
(GE) - 100 pacientes diagnosticados com glioma, idade média de 56 anos (62% do sexo
masculino), independente do tipo e grau de malignidade, cujas amostras de tecido
tumoral cerebral foram coletadas no periodo de 2003 a 2015, e armazenadas em bloco
de parafina (Quadro 2); Grupo Controle (GC) - 203 individuos sem historico de cancer,
com idade média de 45 anos (67% do sexo masculino), e auséncia de sinais clinicos e

radiologicos de gliomas.

Quadro 2. Caracterizagdo da amostra de acordo com os subtipos histologicos referente a
Organiza¢io Mundial da Saude?.

Paciente Subtipo Histolégico Grau
N=100
6 Astrocitoma pilocitico I
1 Astrocitoma difuso I
12 Astrocitoma anaplasico I
68 Glioblastoma multiforme v
5 Oligodendroglioma I
3 Oligodendroglioma anaplasico I
2 Oligoastrocitoma anaplasico I
1 Subependimoma 1
1 Ependimoma II
1 Ependimoma anaplasico I
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Todos os pacientes foram selecionados no Departamento de Neurocirurgia do
Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto-HB/FAMERP,
onde fizeram acompanhamento. Os pacientes com suspeita clinica de lesdo encefalica
expansiva foram submetidos a exame de RM com estudo de perfusdo e espectroscopia,
realizados no Servigo de Radiologia HB/FAMERP, e encaminhados a cirurgia diante do
laudo positivo de glioma. O material bioldgico (glioma) foi fixado em formol para
posterior inclusdo em parafina e analise histopatoldgica, realizada pelo Departamento de
Patologia HB/FAMERP, o qual forneceu as amostras para este estudo. Para GE foi
solicitada dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, por se tratar de
material j& coletado e, portanto, sem riscos adicionais.

Os individuos do grupo controle foram selecionados no Servigo de Radiologia
HB/FAMERP, sendo que durante a realiza¢do de exames de imagem (RM), por outra
indicagdo, apresentaram diagnostico negativo para gliomas. Todos foram informados
das caracteristicas do estudo, confirmaram sua participagdo pelo Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, e preencheram um questiondrio com perfil
demografico, comorbidades e habitos de vida (Anexo A).

Este trabalho ¢ parte de um projeto maior, coordenado pelo Prof. Dr. Waldir
Antonio Tognola (Pos-Graduagdo em Ciéncias da Satide - FAMERP), intitulado
“Biomarcadores Moleculares no Diagndstico e Prognostico de Glioma de Alto Grau e
sua Relacdo com Papiloma Virus Humano e Citomegalovirus”, o qual foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (CAAE: 34123314.9.0000.5415, Anexo B).
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2.2 Métodos

2.2.1 Extracao de DNA

Para o grupo controle, o DNA gendmico foi extraido de leucdcitos de amostra de
sangue periférico coletado com EDTA, cuja técnica consistiu no método salting-out'"?,
realizado em trés etapas, compreendendo: 1) lise das células sanguineas; 2)
desproteinizagdo; 3) precipitacdo do DNA e ressuspensdo, de acordo com o protocolo
apresentado a seguir.

O sangue periférico total foi coletado em tubo vaicutaner com EDTA (1 mg/mL
de sangue), transferido 1 mL de sangue para um tubo estéril de microcentrifuga de
2 mL, seguido de centrifuga¢do a 5.000 rpm por cinco minutos, a temperatura ambiente
(TA), sendo o plasma descartado. Foram adicionados ao sedimento 900 pLL de Tampao
1x contendo Triton. O préximo passo consistiu na homogeneizagdo com Vortex durante
um minuto. A amostra foi centrifugada novamente a 5.000 rpm por cinco minutos.
Posteriormente, realizou-se o descarte do sobrenadante por inversdo vagarosa e
constante, seguida da adi¢do de 1 mL de tampao 1x. Esse procedimento foi repetido por
cerca de trés vezes, ou até que o pellet estivesse isento de hemoglobina.

O préximo passo consistiu na ressuspensio do sedimento (nucleos de leucdcitos)
com 200 pL de Tampao 2X seguido do acréscimo de 20 uL de SDS (dodecil sulfato de
sodio) 10%, que tem por funcdo o rompimento da membrana nuclear. Incubou-se a
amostra no banho-maria a 56 °C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 100
pL de NaCl 5 M, e a amostra homogeneizada e centrifugada a 12.000 rpm durante cinco
minutos em temperatura ambiente (TA), o que favoreceu a precipitacdo das proteinas.

Na etapa seguinte o sobrenadante (DNA) foi transferido para outro tubo de

microcentrifuga, e o precipitado (proteinas) descartado. O DNA foi misturado com 1
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mL de etanol absoluto gelado e homogeneizado por inversdo lenta do tubo, de modo
que o etanol promoveu a purificagdo do DNA e sua precipitacdo. A amostra foi mantida
em freezer -20 °C overnight.

A proxima fase, conhecida como precipitagdo de DNA, iniciou-se com a retirada
das amostras do freezer e centrifugacdo a 12.000 rpm por cinco minutos a TA. O etanol
absoluto foi removido e as amostras lavadas com etanol a 70% gelado e centrifugadas a
12.000 rpm por cinco minutos. Essa etapa foi repetida. Depois, foi removido todo o
etanol. O tubo contendo a amostra foi colocado sobre papel absorvente para a
evaporacao do etanol (cerca de cinco horas).

A terceira parte da extracdo incluiu a ressuspensdo do precipitado (DNA) em
100 puL de Tampao TE (pH 8,0), seguido de incubacdo em banho-maria a 56 °C por 15
minutos, reidratando o DNA (para ndo degradar). Enfim, a amostra foi armazenada a

-70 °C até o processamento para analise dos polimorfismos.

2.2.2 Extracdo de DNA em tecido parafinado

Para os pacientes, o DNA gendmico foi extraido de amostras de tecido
parafinado pelo kit “ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System” (Promega
Biotecnologia — Brasil), realizadas em cinco etapas: 1) Desparafinizagdo; 2) Lise das
células; 3) Tratamento com RNAse; 4) Isolamento do DNA; 5) Lavagem e eluicdo, de
acordo com o protocolo do fabricante.

Primeiramente os blocos parafinados foram cortados em microtomo (Leica
(RM2245-Leica Biosystems Nussloch GmbH — Alemanha). Para cada bloco foram
realizados 10 cortes de 8um e armazenados em tubos criogénicos. Em seguida, para a
desparafinizacgdo, foi adicionado 1 mL de xilol 100% para cada amostra, e agitacdo em

Vortex por 30 segundos. Centrifugou-se em velocidade méaxima por dois minutos a TA,
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em seguida retirou-se o xilol usando a pipeta sem agredir o sedimento. Adicionou-se 1
mL de etanol 95 - 100%, Vortex por 30 segundos para homogeneizar, novamente
centrifugou-se em velocidade maxima por dois minutos a TA, em seguida descartou-se
o etanol usando a pipeta sem agredir o sedimento. Apos, centrifugou-se por 30 segundos
a velocidade maxima para remover todo o etanol, e o material foi incubado durante 15
minutos a 37°C para evaporar todo etanol residual. No proximo passo, para lise das
células, acrescentou-se 200 pL de Lysis Buffer e 20 uL. de proteinase K em cada
amostra e, em seguida, Vortex brevemente para homogeneizar. Incubou-se a 56°C por
uma hora, ¢ novamente a 80°C durante uma hora. Em seguida, a amostra permaneceu
sobre a bancada até que alcancasse a TA. Para o tratamento com RNase, adicionou-se
10 pL de RNase diretamente as amostras lisadas, utilizou-se a pipeta para
homogeneizagdo, apos, incubou-se a TA (20-25 °C) durante cinco minutos. Para a etapa
de isolamento de DNA, adicionou-se 220 pL de BL Buffer diretamente as amostras,
juntamente com 240 pL de etanol (95-100%), e Vortex para homogeneizar.

Para cada amostra a ser processada, foi reservado um tubo de coleta e uma
coluna (fornecido no kit), em seguida transferiu-se toda a amostra, incluindo qualquer
tipo de precipitado formado na coluna junto ao tubo, e tampou-se a coluna. Centrifugou-
se a 10.000 x g por 30 segundos a TA, apds, desprezou-se o fluido que passou pela
coluna, esta foi reinserida no mesmo tubo de coleta. Em seguida, iniciou-se a etapa das
lavagens e eluicdo. Adicionou-se 500 pL. de Wash Solution 1X a coluna de vinculagéo,
tampou-se a coluna. Centrifugou-se a 10.000 x g durante 30 segundos, em seguida,
descartou-se o fluido, que atravessou a coluna, e esta foi reinserida a0 mesmo tubo. Esse
processo foi repetido por mais uma vez. Apos descartar o fluido, a coluna foi reinserida
novamente, e centrifugou-se com a tampa aberta a 16.000 x g por trés minutos para

assegurar a secagem completa da coluna. Em seguida, foi descartado qualquer fluido
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juntamente com o tubo, a coluna transferida para um novo tubo de 2,0 mL de
microcentrifuga, adicionou-se 40 pL de Elution Buffer, e centrifugou-se a 16.000 x g
durante um minuto a TA. A coluna foi retirada do tudo de vinculagdo e descartada. O
fluido que atravessou a coluna contendo DNA eluido foi armazenado a -20 °C. A
concentracdo e a pureza foram analisados pelo equipamento NanoDrop-ND-1000
(Thermo Scientific, Wilmington, Delaware - USA), segundo o manual do fabricante. A
absorbancia da amostra foi medida sobre a propor¢do 260 nm e 280 nm, e utilizou-se a
razao 260/280 para avaliar a pureza do DNA, considerando-se o valor 1,8-2,0 como

referéncia. Observou-se a integridade da amostra em gel de agarose 1%.

2.2.3 Genotipagem por PCR em tempo real

Para a andlise polimorfica de CCNDI (rs9344), RTELI (rs6010620), XRCCI1
(rs25487), EGFR (rs1468727) e VEGF (rs2010963), utilizou-se a técnica de
discriminacdo alélica por PCR em tempo real — SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems), com volume total de 10 uL. das misturas da reag@o na concentragio final de
20 ng/uL. de DNA, portanto, utilizou-se 5 pL. de TagMan Universal Master Mix, 3 uL
de solucdo de agua DEPC e 0,5 pL. TagMan SNP Genotyping e 1,5 pL da amostra de
DNA e sondas especificos para cada alelo. Os respectivos primers, as etapas de
amplificacdo e genotipagem dos referidos polimorfismos sdo apresentados no Quadro 3.
As reagOes foram realizadas de acordo com instrugdes do fabricante (Thermo Fisher
Scientific).

Com a reagdo de PCR quantitativo em tempo real (qPCR), visualizou-se a
emiss@o de fluorescéncia emitida pelas sondas captadas pelo equipamento. Os ensaios
foram realizados no equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied

Biosystems). Os dados foram armazenados no programa StepOne v2.x (Applied
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Biosystems). As Figuras 6 a 8 mostram o padrio de amplificacdo dos respectivos

polimorfismos.

Quadro 3. Primers, etapas de amplificagdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e dos

polimorfismos XRCC1-1s25487, CCND1-rs9344, RTEL1-rs6010620, EGFR-rs1468727 ¢ VEGF-rs2010963.

. . Desnaturag¢io Ciclagem Desnaturacio Extensio o
Polimorfismo Primer Inicial (Ciclos) (Temperatura/tempo) Anelamento Final Genoétipo

XRCC1- Cc/C
C 622564 10 60°C/30 s 45 95°C/ 10 min 95°C/15 s 60°C/1 min

rs25487 T/C

CCND1- G/G
C 744725 1 60°C/30 s 45 95°C/ 10 min 95°C/15 s 60°C/1 min

1s9344 A/G

EGFR - T/T
60°C/30 s 45 95°C/ 10 min 95°C/15 s 60°C/1 min

rs1468727 C__2678655_10 T/C

RTEL1- A/A
C_ 25921674 10 60°C/30 s 45 95°C/ 10 min 95°C/15 s 60°C/1 min

rs6010620 AIG

VEGF- G/G
C__ 8311614 10 60°C/30 s 45 95°C/ 10 min 95°C/15 s 60°C/1 min

152010963 G/C

XRCC1= X-ray repair cross complementary group 1; CCNDI= cyclin D1; EGFR = epidermal growth fator receptor; RTEL1= regulator of
telomere elongation helicasel; VEGF = vascular endothelial growth factor; min = minute; s = segundos.
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Figura 6. Padrio de amplificagdo por PCR em tempo real, mostrando gendtipo

homozigoto selvagem, representado pela amplificacdo do alelo (FAM) em azul.
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Figura 7. Padrio de amplificagio por PCR em tempo real, mostrando gendtipo
heterozigoto com amplificacdo de ambos os alelos FAM e VIC.
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Figura 8. Padrdo de amplificacio por PCR em tempo real, mostrando gendtipo
homozigoto mutante, representado pela amplificagdo do alelo VIC em verde.
2.2.4 Avaliacio por ressonincia magnética, perfusiio e espectroscopia

Foram analisadas as imagens de RM de todos os pacientes com glioma, com
auxilio dos médicos Dr. Antonio Carlos Pondé Rodrigues Junior e Prof. Dr. José
Roberto Lopes Ferraz Filho (neurorradiologistas do Servigo de Imagem HB/FAMERP).
A andlise dos exames de RM pré-operatérios auxiliou na caracterizacdo andtomo-
morfologica do tumor em relagdo a localizagdo da lesdo, tamanho, extensdo do edema
perilesional, agressividade das lesdes, efeito expansivo, presen¢a de realce pelo
contraste relacionado a quebra da barreira hematoencefalica e necrose. Ja os resultados
dos exames de RM pos-operatorios permitiram avaliar a evolugdo do paciente no pos-
cirtirgico para identifica¢do de possivel tumor residual e ou progressdo da doenga.

O exame de perfusdo por RM permitiu construir mapas do volume sanguineo
cerebral (CBV) mostrando variacdes regionais da microcirculacdo encefalica e lesdes

encefilicas®. Na espectroscopia foram analisados os metabdlitos colina, creatina, N



27

acetil aspartato, lipides e lactato do parénquima cerebral normal e de processos

patologicos, sendo utilizada a creatina como valor referéncia.

2.2.5 Perfil clinico e habitos de vida

A caracterizacdo de habitos de vida (tabagismo e etilismo) e comorbidades
(hipertensdo arterial sistémica — HAS, diabetes mellitus — DM e indice de massa
corporal - IMC) foi obtida pela aplicagdo de um questionario, e em prontudrios médicos.

Define-se por HAS valor de pressdo arterial sistélica maior ou igual a 140
mmHg e pressdo arterial diastélica maior ou igual a 90 mmHg, na auséncia de
medicacdo anti-hipertensiva''*. Para diagnéstico de DM foram considerados valores
séricos de glicemia: >200mg/dL (glicemia de duas horas ou a qualquer hora do dia,
independente do horario de refei¢des)!'>. Em relacdo ao IMC, foi definido como peso
(kg) dividido pela altura ao quadrado em metros'!'®, categorizado de acordo com a
Associagio Brasileira para o estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica'l’, peso
normal de 18,5 - 24,9 kg/m? e sobrepeso > 25,0 kg/m?.

Tabagismo foi caracterizado como consumo de qualquer tipo ou quantidade de
tabaco, diariamente, ha pelo menos seis meses; enquanto ex-fumante aquele que, tendo
sido fumante, ndo tenha fumado qualquer tipo ou quantidade de tabaco nos ultimos seis
meses; e ndo fumante aquele que nunca tenha fumado, ou por pouco tempo ou de forma
esporadica, qualquer tipo ou quantidade de tabaco, em qualquer periodo da vida''®.
Considerou-se etilismo o consumo de mais do que 21 unidades de alcool por semana

para homens, e até¢ 14 unidades de 4lcool por semana para mulheres, sendo que cada

unidade de alcool equivale a 10g de alcool'"’.
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2.3 Analise Estatistica

Foram utilizados os programas MiniTab, StatsDirect e GraphPad. As variaveis
qualitativas foram analisadas pelo teste de Fisher ou teste Qui-quadrado (y?). Para as
variaveis quantitativas sem distribui¢do gaussiana foi empregado teste de Kruskal
Wallis na comparagdo entre trés ou mais grupos ¢ Mann Whitney para dois grupos. A
analise de regressdo logistica verificou a chance do evento (glioma) na presenga de
diferentes variaveis, utilizando teste de comparacdo maultipla. Para a andlise de

sobrevida foi utilizado o teste de Kaplan-Meier. Foi admitido erro alfa de 5%.
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Resaltados
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil da Casuistica

Habitos de vida e comorbidades sdo apresentados na Tabela 1. Tabagismo e
etilismo prevaleceram em GE (40,0%; 47,0%, respectivamente), comparado a GC
(24,6%; 16,7%; P=0,0088; P=0,0001, respectivamente). O mesmo ocorreu para HAS
(GE: 55,0% versus GC: 27,1%; P=0,0001) e DM (22,0%; 8,4%, respectivamente;
P=0,0011), enquanto sobrepeso ou obesidade foram semelhantes entre os grupos

(58,0%; 62,2%, respectivamente; P=0,6421).

3.2 Analise de Polimorfismos Genéticos

CCND1-rs9344
O genotipo heterozigoto (A/G) prevaleceu nos pacientes com gliomas (42,0%) e
nos individuos controles (50,0%), seguido do homozigoto selvagem (G/G) e

homozigoto mutante (A/A), sem diferenga significante entre os grupos (P>0,05). Houve

predominancia do alelo selvagem (G) em GC (0,57) e GE (0,56; P=0,9497; Tabela 2).

XRCC1-rs25487
O genotipo selvagem (T/T) destacou-se em GE (46,0%) e GC (48,3%), seguido
do genotipo heterozigoto (T/C) e homozigoto mutante (C/C). O alelo selvagem (T)

prevaleceu em ambos os grupos (GE= 0,65; GC= 0,68; Tabela 3).

RTEL1-rs6010620
A distribui¢@o genotipica e alélica foi semelhante entre os grupos (P>0,05), com
destaque para o genotipo A/G (GE=99,0%; GC=100,0%;) e alelo mutante (G) (0,51 e

0,50 P=0,9766; respectivamente; Tabela 4).
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EGFR-rs1468727

O genotipo heterozigoto (T/C) prevaleceu em ambos os grupos (GE= 86,0%;
GC= 88,0%; P>0,05), o mesmo ocorreu para o alelo selvagem (T) (0,57; 0,56,
respectivamente), no entanto, sem diferenca estatistica entre os grupos (P=0,8674;

Tabela 5). O genotipo homozigoto mutante ndo foi observado em pacientes e controles.
VEGF-rs2010963

O gendtipo homozigoto selvagem (G/G) mostrou-se prevalente em ambos os
grupos (GE= 49,0%; GC= 44,8%), seguido dos gendtipos heterozigoto (G/C) e
homozigoto mutante (C/C), com semelhanc¢a entre os grupos (P>0,05; Tabela 6). Em
relacdo a frequéncia alélica, pacientes e controles apresentaram prevaléncia do alelo G
(0,70 e 0,65, respectivamente; P=0,3748; Tabela 6).

A andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg, realizada para todos os SNPs em
ambos o0s grupos, mostrou distribuicdes genotipicas observadas semelhantes as
esperadas para CCNDI-rs9344 (GE: %*=2,4048; P=0,12096 e GC: y*=0,1357;
P=0,71251); XRCCI-rs25487 (GE: »*=2,7170; P=0,09928 e GC: y’=2,4417,
P=0,11814); VEGF-rs2010963 (GE: %*=0,1082; P=0,74211 e GC: y’=1,4395;
P=0,23021), o que ndo ocorreu para RTELI-rs6010620 (GE: y*=N/C; P=N/C e GC:
¥*=203; P=0,00000) e EGFR-rs1468727 (GE: %*=56,9098; P=0,00000 e GC:

*=126,2264; P=0,00000).
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Tabela 1. Distribui¢do de comorbidades e habitos de vida em pacientes com gliomas

(GE) e individuos sem sinais da doenga (grupo controle - GC).

GE GC
Variaveis Valor -P
(N =100) (N =203)
N % N %
Habitos de Vida
Tabagismo 39 39,0 50 24.6 0,0088
Comorbidades
HAS 55 55,0 55 27,1 0,0001
Diabetes Mellitus 9 22.0 . 8.4 0,001
IMC
>25 kg/m? 56 56,0 60* 62,2 0,6421

*Qui-quadrado; N = Numero de individuos; HAS = Hipertensao arterial sist€émica; IMC

= Indice de massa corporal; * calculo considerando 98 individuos.
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3.3 Relacao entre Polimorfismos Genéticos, Habitos de Vida e Comorbidades

Andlise comparativa da distribuicdo dos genotipos em relagdo ao tabagismo é
apresentada na Tabela 7. Houve semelhanga intragrupo para tabagismo em portadores
de gendtipos de risco e gendtipo selvagem, para todos os polimorfismos (P>0,05). A
analise entre grupos mostrou para CCND1-1rs9344, XRCC1-rs25487, RTEL1-rs601062 e
EGFR-rs1468727 prevaléncia de tabagismo em pacientes portadores de gendtipos de
risco ( /A, /C, /G e _/C, respectivamente), comparado a controles (P=0,0046,
P=0,0465, P=0,0144 ¢ P=0,0110, respectivamente). Por outro lado, VEGF-rs2010963
apresentou semelhanca entre os grupos (P=0,5307).

A Tabela 8 apresenta frequéncia de etilismo de acordo com os gendtipos. Na
analise intragrupo observou-se semelhanca entre os grupos para os polimorfismos de
CCNDI1, XRCCI, RTELI e EGFR (P>0,05). Por outro lado, para VEGF, em individuos
do grupo controle portadores do gendtipo de risco (_/C), prevaleceu etilismo (74,0%
versus ndo etilismo: 51,0%; P=0,0300). A andlise entre grupos mostrou para CCNDI-
159344, XRCC1-1s25487 ¢ VEGF-rs2010963 maior frequéncia de etilismo em pacientes
com gendtipos de risco ( /A, /C e /C, respectivamente), assim como genotipos
selvagens (G/G, T/T e G/G, respectivamente em relacdo aos controles (P<0,05; Tabela
8). Para RTELI-rs6010620 ¢ EGFR-rs1468727 prevaleceu etilismo e presenga de

genotipos de risco (_/G) nos pacientes, comparado a controles (P<0,0001, para ambos).
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Para HAS, distribuida de acordo com os gendtipos dos respectivos
polimorfismos, notou-se semelhanga na andlise intragrupo (P>0,05). Na andlise entre
grupos observou-se para CCNDI-rs9344, XRCCI-1s25487 e VEGF-rs2010963,
prevaléncia de gendtipos de risco ( /A, /C e /C, respectivamente), assim como de
genotipo selvagem (G/G, T/T e G/G, respectivamente) em pacientes com HAS,
comparado a controles (P<0,05; Tabela 9). Para RTELI-rs6010620 e EGFR-rs1468727
prevaleceram os genotipos de risco ( /G e /C, respectivamente) nos pacientes,
comparado aos controles (P<0,0001, para ambos).

Com relagdao a DM (Tabela 10), notou-se semelhanga intragrupos para todos os
polimorfismos (P>0,05). A andlise entre grupos mostrou prevaléncia dos genotipos de
risco para CCNDI (_/A), RTELI (_/G), EGFR (_/C) e VEGF (_/C) em pacientes com
DM comparado aos controles (P<0,05; Tabela 10). Por outro lado, para XRCCI houve
maior frequéncia do gendtipo selvagem (T/T) nos pacientes com DM, comparado ao
grupo controle (P=0,0117).

A Tabela 11 mostra a distribui¢do de individuos eutrdéficos e com sobrepeso ou
obesidade de acordo com os genotipos, com semelhanga intra e entre grupos para todos

os polimorfismos (P>0,05).
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3.4 Relacio entre Polimorfismos Genéticos e Histopatologia

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo genotipica (homozigoto selvagem versus
gendtipos com alelo de risco), de acordo com os graus histologicos do tumor. Destacaram-
se os genotipos de risco de CCNDI-rs9344 (_/A), RTELI-rs601620 ( /G) e EGFR-
rs1468727 em todos os tipos histoldgicos. Para XRCC1-rs25487 e VEGF-rs2010963 houve
predominio dos genoétipos de risco (_/C, para ambos) nos Graus I (57,0%, para ambos) e IV
(59,0% e 53,0%, respectivamente), enquanto o homozigoto selvagem (T/T e G/G,
respectivamente) nos Graus Il (71,0%, para ambos) e Grau III para XRCC1 (56,0%). Houve
semelhanga na distribuicdo dos gendtipos nos quatro graus histologicos, para todos os

polimorfismos analisados (P>0,05).
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3.5 Analise do Perfil Anatomorfologico

A andlise anatomorfologico (Tabela 13) mostrou localizagdo de tumores de alto
grau em duas (Grau III — 33,0%) ou mais regides (Grau IV — 35,0%). Em relagcdo ao
hemisfério, predominou o lado esquerdo para o Grau IV (63,0%), quando comparado aos
demais graus (56,0%; 50,0% e 33,0%). Tumores com tamanho >5 cm foram mais
frequentes entre os gliomas de alto grau (III- 86,0% e IV- 64,0%). Houve recidiva em todos
os pacientes com grau II, enquanto para o Grau I= 43,0%, Grau III= 45,0% e Grau IV=

25,0%.
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Tabela 13. Anélise do perfil anatomorfoldgico por ressonancia magnética em pacientes com

glioma.
Perfil Morfologico
Graul Grau II Grau III Grau IV
Localizacio N=6 % N=6 % N=9 % N=37 %
Frontal 1 16,6 3 50,0 2 22,2 - -
Parietal 1 16,6 - - 2 22,2 8 22,0
Temporal - - 1 16,6 1 11,1 6 16,0
Occipital - - - - - - 2 5,0
*Qutros 3 50,0 1 16,6 - - 1 3,0
Duas regides 1 16,6 - - 3 33 7 19,0
Mais que duas - - 1 16,6 1 11,1 13 35,0
Hemisfério N=6 % N=6 % N=9 % N=38 %
Esquerdo 3 50,0 2 33,3 5 56,0 24 63,0
Direito 3 50,0 3 50,0 4 44,0 11 29,0
Bilateral - - 1 16,6 - - 3 8,0
Tamanho N=3 % N=3 % =7 % N=33 %
<5 - - 3 100,0 1 14,0 12 36,0
>5 3 100,0 - - 6 86,0 21 64,0
Recidiva N=7 % N=5 % N=18 % N=68 %
Sim 3 43,0 5 100,0 8 44,0 17 25,0
Nio 4 57,0 - - 10 56,0 51 75,0
Necrose N=2 % N=3 % N=4 % N=24 %
Sim 2 100,0 1 33,0 4 100,0 24 100,0
Nio 0 0,0 2 67,0 0 0,0 0 0,0
N= Numero de individuos; - = Auséncia de informagao; *Outros = Nucleos da base, intra-axial,

corpo caloso e insula.
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3.6 Analise de Regressiao Logistica

Na analise de regressao logistica para identificagdo de variaveis independentes e
respectiva chance de o individuo ter glioma, foram utilizados os gendtipos com pelo menos
um alelo de risco para a doenga e as demais variaveis referentes a habitos de vida e
comorbidades, identificando-se como fatores de risco independentes para glioma: etilismo,
HAS, DM (P<0,0001; P=0,0069 e P=0,0394; respectivamente). Equa¢do da regressdo
logistica: (logit Y = -1,229206 +0,225365 Tabagismo +1,376 Etilismo +0,786414 HAS
+0,822675 DM +0,031992 CCND1 +0,018149 XRCC1 -0,272917 EGFR -0,403889 VEGF;

Tabela 14).
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Tabela 14. Anélise de regressao logistica considerando hébitos de vida e comorbidades,
além dos gendtipos de risco dos polimorfismos de CCNDI, XRCCI1, RTELI, EGFR ¢

VEGF em pacientes com gliomas e individuos sem a doenga.

Razio de Chance

Variaveis (IC 95%) Valor P
Tabagismo 1,25 (0,69-2,25) 0.4536
Etilismo 3,95 (2,17-7,20) <0,0001
HAS 2,19 (1,24-3,88) 0,0069
DM 2,27 (1,04-4,98) 0,0394
CCNDI /;”9344 1,03 (0,58-1.81) 0.9119
Xrecr e s25487 1,01 (0,59-1,74) 0,9473
EGFR - 721468727 0,76 (0,34-1,69) 0,5037
VEGF —_722010963 0,66 (0,38-1,14) 01452

IC= Intervalo de confianca; HAS= Hipertensdo arterial sistémica; DM= Diabetes mellitus;

CCNDI = Cyclin D1; XRCC1 = X-ray repair cross complementing group I; EGFR =
Epidermal growth factor receptor; VEGF = Vascular endothelial growth fator.
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3.7 Analise de Sobrevida

Participaram desta andlise apenas os pacientes de Grau II, IIl e IV. A curva
atuarial de Kaplan-Meier avaliou a sobrevida dos pacientes com gliomas considerando o
periodo a partir da cirurgia do paciente. A comparagdo entre gliomas de baixo grau (II)
e alto grau (III-IV) mostrou prevaléncia de livres do evento/dbito nos pacientes com
gliomas de baixo grau (80,0+1,7% em 3 anos), comparado a gliomas de alto grau
(12,944,6% em 3 anos; P=0,2689), porém sem diferenga estatistica (Figura 9A). A
analise da casuistica total mostrou 16,7+5,0% de pacientes livres do evento/0bito em
trés anos (Figura 9B).

Na andlise de sobrevida houve semelhanga entre os genotipos de risco € o
genotipo selvagem para todos os polimorfismos analisados (P>0,05; Figura 10). Em
relagc@o a resposta ao tratamento (Figura 11), a combinac¢do de Temozolamida (TMZ) e
radioterapia (RT) como adjuvante (TMZ+RT) conferiu acréscimo de sobrevida aos
pacientes (78,7+£7,6% em 20 meses), comparado aqueles submetidos apenas a TMZ

(21,94£5,1% em 20 meses), entretanto, sem diferenca significante (P=0,8711).
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Figura 9. Curva atuarial de Kaplan-Meier na andlise de sobrevida (livres de
evento/dbito) em pacientes com gliomas. A) Anélise de acordo com a gravidade
da doenga; B) Grupo total, independente da gravidade da doenca. GII= grau II;

GlII= grau III; GIV= grau IV; Teste Log Rank.
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Figura 11. Curva de Kaplan-Meier na analise de sobrevida (livre de evento/
obito) em pacientes com gliomas que receberam tratamento com
Temozolamida (TMZ) e radioterapia; Teste Log Rank.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisadas variantes genéticas relacionadas ao ciclo celular,
integridade e reparo de DNA, sinaliza¢@o intracelular e angiogénese, visando avaliar sua
associacdo com glioma, além de outros fatores incluindo tabagismo, ingestao de bebidas
alcodlicas e comorbidades como HAS, DM, IMC alterado e perfil clinico
anatomorfologico/funcional. Referéncias, particularmente de polimorfismos de CCND1,
XRCCI, RTELI e VEGF associados a gliomas s3o escassas na literatura, tornando este
estudo inédito em casuistica brasileira.

O tabagismo prevaleceu nos pacientes com glioma, ressaltando-se o ineditismo
em casuistica brasileira, cuja associacdo foi demonstrada também em estudo caso-
controle realizado em populacio chinesa®®. A barreira hematoencefélica (BHE) possui a
funcdo de manter a homeostase cerebral, bloqueando seletivamente diversas substancias
enddgenas e cancerigenas. O cigarro possui diversos compostos quimicos como nicotina
e N-nitroso, capazes de atravessar a BHE, provocando modifica¢des em diversas vias,
prejudicando a fun¢do endotelial, além de proliferagdo e migragdo celular, ocasionando

distintos tipos de tumores>>!20,

Esta associacdo foi demonstrada também em estudo
experimental realizado em ratos submetidos, por via intravenosa, ao composto N-
nitroso presente no cigarro, com indugio de glioma'?!.

Etilismo destacou-se também em pacientes com glioma comparado ao grupo
controle. Associagdo entre consumo de alcool e risco de glioma tem sido explorado
com resultados conflitantes'??. E amplamente aceito que o consumo de 4lcool é um dos
fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do cancer depois do uso de tabaco!?2,
Este achado corrobora estudo realizado em casuistica austriaca'?}. Sabe-se que o alcool

¢ capaz de atravessar a BHE, e tem sido considerado fator de risco para varios tipos de

tumores™. Portanto, o alcool poderia desempenhar um papel cancerigeno diretamente



57

no cérebro, pois o etanol é oxidado em acetaldeido, produto altamente tdxicos para as
células, com efeito neurocarcinogénico ja constatado em animais'>.

Em relacdo as comorbidades, HAS prevaleceu no pacientes, corroborando o
estudo de Houben et al. (2006)'** que relacionou a doenga como preditor para
desenvolvimento de glioma. Varias hipdteses podem explicar a maior prevaléncia de
hipertensdo em pacientes com glioma, como o aumento da pressdo intracraniana ou
compressdo do tronco cerebral'>*. Sabe-se também, que gliomas de alto grau produzem
citocinas e substincias vasoativas envolvidas na angiogénese e remodelacio vascular'?’.
Outra hipotese sdo os efeitos potencialmente neurocarcinogénicos causados por
medicamentos anti-hipertensivos, ou de seus metabolitos!?*.

Destacou-se também no presente estudo prevaléncia de DM nos pacientes
comparado a controles, corroborando estudo em casuistica alema'?*. DM ¢ uma das
doengas mais comuns do sistema enddcrino, provocando aumento nos niveis de glicose
no sangue, também conhecida como hiperglicemia'?’. Em GBM, hiperglicemia foi
associada a crescimento proeminente de células malignas in vitro, apds a retirada de
glicose observou-se aumento significativo das taxas de apoptose!%s.

Além disso, obesidade e excesso de peso fornecem microambiente favoravel
para células malignas, tendo em vista a presenca de niveis elevados de insulina,
promovendo a angiogénese e inibicdo da apoptose em pacientes diabéticos'?’. Ha
referéncia de valores elevados de IMC relacionados com tumores cerebrais

130,131
b

embora ndo confirmado nesta casuistica, assim como em outro estudo'*°. No entanto, o

IMC merece maior atengio, com possivel papel na fisiopatologia de gliomas'*?,

Com relagdo ao perfil genético, neste estudo, assim como em casuistica

133

chinesa'”’, ndo se confirma associacdo de CCNDI- rs9344 (éxon) com glioma. O

gendtipo selvagem (G/G), assim como o alelo (G), prevaleceu em pacientes e controles.
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Por outro lado, ha referéncias da associagdo entre esse polimorfismo e cancer de tireoide

e mama134,135

, no entanto sdo escassos estudos em populacdo brasileira. Ciclina DI,
codificada pelo gene CCND1, ¢ uma importante proteina reguladora da transicdo da fase
Gl para a fase S do ciclo celular e possui grande impacto sobre a regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo celula’®. Nesse caso, SNPs podem alterar a fun¢do e
atividade de CCNDI, consequentemente, causando diferengas na susceptibilidade
individual para a progressio do cancer’®.

O polimorfismo XRCC1-rs25487 (éxon), também nao mostrou associagdo com
glioma. O gendtipo selvagem (T/T) prevaleceu em ambos os grupos, seguido pelo
genotipo  heterozigoto (T/C), corroborando estudo em casuistica brasileira e
chinesa!**!%, Entretanto, uma meta-analise realizada por Han (2013)'*!sugeriu que o
polimorfismo XRCCI Arg399GIn foi associado a aumento significativo do risco de
glioma em asidticos, mas ndo em caucasianos, indicando um possivel papel das
diferencas étnicas entre a genética e 0 meio ambiente em que vivem.

Mutagdes de XRCCI tém sido correlacionadas com susceptibilidade do tumor.
Estudos mostram polimorfismos de XRCC/ associados ao desenvolvimento de cancer
de pulmio, colo retal, ovario, tiroide e esdfago!**!#7. A proteina sintetizada pelo gene
XRCC1 atua como papel crucial na via de reparo por excisdo de bases (BER), sua
funcdo ¢ reparar danos causados por quebras de cadeias simples do DNA, decorrentes
de fatores internos e externos como exposicdo a radiacdes ionizantes e agentes
alquilantes, ocasionando estabilidade genética'®’. Variantes genéticas que envolvem
mudancas nas sequéncias de aminodcidos podem alterar a funcdo de XRCCI,
diminuindo a cinética de reparag@o em alguns individuos e, consequentemente, aumento

do risco para glioma®®.
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Em relacdo a RTELI-rs6010620, que codifica uma enzima conhecida como
helicase de DNA, desempenha um papel crucial na regulacdo do comprimento dos
telomeros'*. A manutengdo e reparo dos telomeros de DNA sdo processos essenciais
que previnem a instabilidade do genoma e cancer’’. Portanto, a perda da funcdo de
RTELI1 induz ao encurtamento dos teldmeros e quebras cromossdmicas. Helicase ¢ uma
proteina chave na reparacdo de quebras de cadeias simples, pelo envolvimento direto na
via de reparacdo de (DSB), do inglés double-strand break'®. DSB desempenha um
papel proeminente na sobrevivéncia celular, manutencdo da integridade genomica e

149 Nesse caso, ha referéncia da relacdo

prevencdo de desenvolvimento de neoplasias
entre o respectivo alelo mutante e o aumento no risco de desenvolvimento de
glioblastoma, podendo atuar como fator de risco para a doenga'*’,

No entanto, neste estudo o polimorfismo RTELI-rs6010620 n3o mostrou
associa¢do com gliomas, corroborando um estudo em casuistica norte-americana®’. Por
outro lado, ha referéncia deste gene para susceptibilidade a glioma em casuisticas
francesa e chinesa, o que também pode sugerir relagdo entre etnicidade e variantes de
RTELI'%'5! Ressalta-se o ineditismo do estudo deste polimorfismo em casuistica
brasileira com gliomas.

Neste estudo, assim como em outra casuistica'® ndo se confirma também
associacdo do polimorfismo EGFR-rs1468727 com gliomas, discordando de outros
autores*!33. Houve prevaléncia do genédtipo heterozigoto (T/C) em ambos os grupos, o
que também foi observado em um estudo de casuistica chinesa*. Ha referéncia de
associagdo de polimorfismos de EGFR com cancer de pulmido, mama e esdfago®®°.
Estudos tém sugerido que a via de EGFR desempenha um papel importante na
progressdao do glioma, e varios SNPs podem estar relacionados com o risco de

glioblastoma®!?,
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EGFR ¢ responsavel pela regulacdo de processos celulares como proliferagdo
celular, apoptose, diferenciacdo e progressdo do ciclo celular, invasdo, angiogénese e
metastase, que ocasionam a progressio do tumor!**, Também é um codificador de
tirosina-quinase de membrana, sua sinalizacdo ¢ iniciada pelo dominio de ligacdo, que
inicia a dimerizac¢do do receptor e auto-fosforilagdo de tirosina, resultando em ativagao
do receptor*. Vias de sinalizacdo mediada por EGFR conferem vantagens de
sobrevivéncia as células tumorais, promovendo um estado de proliferagdo continua e
ndo regulada, ocasionando expansdo do numero de células malignas e rapido aumento
no tamanho do tumor'?.

Ressalta-se ainda que, o polimorfismo VEGF-1s2010963 que neste estudo nio se
associa a gliomas, assim como, em outra casuistica'®*, discordantes de estudos em
casuistica chinesa e francesa®®*. VEGF ¢ um fator angiogénico chave envolvido na
progressdo do tumor, fornecendo nutricdo e oxigénio necessarios para formacdo de
novos vasos’*. Estudos relatam que niveis elevados de VEGF foram observados em

15 e gastrico'®, além disso, estd associado a um estagio

cancer de mama’>, colo reta
avancado e mau progndstico'>’. O polimorfismo VEGF-rs2010963, situa-se na regido 5
'UTR. Reconhecidamente, mutagdes em 5 ' UTR e 3 'UTR podem modificar os locais de
ligacdo dos fatores de transcri¢do, o que resulta em transcri¢do anormal de VEGF. O
polimorfismo genético na regido codificadora ocasiona malformacdo e disfungdo da
proteina, podendo explicar sua associagdo significativa com o risco de glioma®,

Neste estudo, o equilibrio de HW nao se confirmou para RTEL1-rs6010620 e
EGFR-rs1468727 em pacientes e controles. A auséncia de equilibrio de HW sugere,
entre outros fenomenos, o impacto de fatores evolutivos que podem alterar frequéncias

genotipicas. Ressaltam-se também os critérios utilizados na randomizacdo dos

grupos'*®. Todavia, ha um alerta sobre o niimero reduzido de marcadores genéticos
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citados sem equilibrio de HW o que, no entanto, seria esperado para doengas genéticas
complexas, mas ndo considerado por alguns pesquisadores que omitem essas

139 Deve ser

informagdes valiosas para identificacdio de polimorfismos causais
destacado, ainda, o carater miscigenado da populagio brasileira*, o qual pode contribuir
para divergéncias em relacdo ao equilibrio de HW, utilizado a mais de 100 anos para
identificar caracteristicas genéticas das popula¢des!®®16!.

Em relagcdo aos habitos de vida, observou-se maior frequéncia de tabagismo e
gendtipo de risco para CCND1-9344 (_/A), XRCC1-1s25487 (_/C) e EGFR-rs1468727
(_/C) em pacientes com gliomas, comparado ao grupo controle, corroborando estudo de
Lin et al. (2014)'®! em cancer de cabeca e pescoco. O mesmo foi observado para cancer

7163 assim como cancer de

colo retal envolvendo o polimorfismo XRCCI-rs2548
pulmdo associado & EGFR-rs1468727 em casuistica coreana'®’, em ambos os casos
relacionado com uso de tabaco. No presente estudo prevaleceram também genotipos
com alelo de risco para RTELI-rs601062 ( /G) em pacientes com habito tabagista
comparado a controles, o mesmo foi encontrado em casuistica norte-americana'®,
Gendtipos de risco de VEGF-rs2010963 (_/C) mostraram frequéncias semelhantes entre
os grupos em relagdio ao tabagismo. Entretanto, Slattery et al. (2014)* observaram sua
relagdo com tabagismo em casuistica norte-americana. Tendo em vista o abuso no uso
de tabaco, um estudo experimental mostrou que os componentes toxicos do cigarro
estimulam o comportamento maligno em gliomas>*,

Para etilismo destacaram-se os genotipos com alelos de risco para RTELI-
156010620 (_/G) e EGFR-rs1468727 (_/C) e habito etilista em pacientes, comparado a
controles. Trata-se, nesse caso, respectivamente, de genes relacionados com a
manutencdo ¢ integridade do DNA, e sinalizagdo intracelular envolvidos,
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consequentemente, na apoptose*’>. O uso em excesso de alcool pode atuar na
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carcinogénese, facilitando a absor¢do de substincias cancerigenas devido a sua
conversdo em acetaldeido, ocasionando rupturas dos filamentos do DNA!S*. Gong et al.
(2016)'%, encontraram associacdo dos genotipos de risco de XRCCI e EGFR e etilismo
com cancer colo retal.

Ressaltam-se, ainda, neste estudo os gendtipos com alelos de risco de RTELI-
16010620 (_/G) e EGFR-1s1468727 (_/C), que prevaleceram em pacientes com HAS,
comparado a controles. Adicionalmente, estudo em casuistica norte-americana observou
relacdo entre HAS e polimorfismos de XRCCI, EGFR ¢ VEGF associados a diversas
doencas, uma vez que em conjunto ocasionam toxicidade'®’. Por outro lado, outro
estudo ndo encontrou essa associagdo em cancer do endométrio em casuistica
polonesa!®®. Existem varias hipoteses sobre a relagdo entre HAS e glioma, sabe-se que o
aumento da pressdo intracraniana ou compressdo do tronco cerebral pode causar HAS.
Além disso, os gliomas de alto grau podem produzir citocinas e substancias vasoativas
implicados na angiogénese e remodelacio vascular!?*,

Para DM, todos os polimorfismos, exceto o XRCC/ mostraram prevaléncia nos
genoétipos de risco relacionado a DM em pacientes com glioma, comparado aos
controles. Reconhecidamente, a ciclina D1 (CCND1) ativada inibe a atividade em genes
gliconeogénicos, assim, a perda de ciclina resulta no aumento de gliconeogénese
hepética e hiperglicemia'®. Estudo em casuistica chinesa mostrou relagdo entre o
polimorfismo de VEGF ¢ DM em pacientes com nefropatia diabética®®. O papel do
VEGF tem sido investigado em varias neoplasias, principalmente por seu forte potencial
angiogénico®. Recentemente, altas concentragdes de VEGF foram detectadas em
pacientes com doencas respiratorias ou complica¢des diabéticas microvasculares'”’.

Os gendtipos de risco de CCNDI1, XRCCI1, RTELI, EGFR e VEGF mostraram

frequéncias semelhantes entre os grupos em relacdo a IMC. Por outro lado, Slattery et
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al. (2014)°¢ observaram relagdo de VEGF e IMC em cancer colo retal, 0 mesmo ocorreu
para cancer de pulmio!”'. Ressalta-se, ainda, que a obesidade aumenta inflamagio e
estresse oxidativo, alterando a expressdo de niveis de multiplos genes, inclusive o
CCNDI demonstrando, assim, ligagdes positivas entre essas varidveis € o risco de
cancer'’2,

Neste estudo, o grau histologico dos gliomas ndo apresentou relagdo com as
variantes genéticas, corroborando estudo realizado em populagdo caucasiana'’?. No
entanto, o gendtipo de risco de CCND1-rs9344 (_/A) foi observado em todos os graus
histolégicos, com destaque nos gliomas de baixo grau (I-1I). Nesse caso, o tamanho
reduzido da casuista foi limitante para a analise comparativa dos dados.

Estudos identificaram correlagdo entre alelo de risco de CCNDI (_/A) e aumento
do risco de cancer, incluindo figado e esofago!”>!™. Chen et al. (2012)!*? encontraram
associagdo entre o alelo de risco de CCND] e os graus histoldgicos II e III, uma vez que
os tumores de grau I foram excluidos da andlise devido ao numero reduzido de
pacientes, no entanto, essa relacdo ndo foi observada em gliomas de grau IV,
fornecendo evidéncias de que o perfil de risco genético de gliomas diferem pela
histologia®®. Adicionalmente, h referéncia da relacio do alelo de risco de CCND1I (_/A)
com aumento de expressio de ciclina D1 em tecidos de glioma'*2,

Em relag@o ao polimorfismo XRCC1-rs25487, o alelo de risco (_/C) destacou-se
em tumores de graus I e IV, enquanto no cancer de mama em casuistica brasileira
associou-se ao baixo grau'’>, assim como correlacionou-se também ao grau histologico
no cancer de colo de utero!’®. Varios SNPs de XRCC! estdo associados ao risco de
cancer de pulmao, prostata e gliomas!°!. Este polimorfismo esta envolvido na reparagio
de danos e quebra de cadeia no DNA, com a ligagdo a DNA-ligase III no seu carboxilo
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e pela ligacdo da DNA polimerase'’’. Um estudo de meta-andlise mostrou relacdo do
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alelo de risco de XRCC1 (_/C) em tumores de alto grau em populagdo asidtica, mas nao
em caucasianos'’’. Para o polimorfismo RTELI-rs6010620, o alelo de risco (_/QG),
destacou-se em todos os graus histoldgicos de glioma. O mesmo foi observado em um
estudo caso/controle realizado na Suécia, que relatou o alelo de risco em todos os graus

178 Existem marcadores moleculares

histoldgicos, menos do tipo ependimoma
especificos para a caracterizacdo de gliomas, utilizados para definir os subtipos
histoldgicos e graus de malignidade, como marcadores de progndstico e diagnostico,

179 'H4 referéncia da associagdo de

que também podem prever resposta ao tratamento
RTELI-rs6010620 com a codelecio 1p19q em GBMs!"-1%°,

Virios estudos sugerem que a regulacdo da via de EGFR desempenha papel
importante na progressdo do glioma, sendo que varios SNPs podem estar relacionados
com o risco de gliomas de alto grau, principalmente GBMs’!!>2, Este gene regula
processos celulares importantes e estd relacionado a diferentes tipos de cancer em
humanos®. Neste estudo, o polimorfismo EGFR-rs1468727, representado pelos
gendtipos com alelo de risco (_/C) destacou-se em tumores de alto grau (III-IV).

VEGFA, um dos mediadores mais predominantes de angiogénese patologica,
desempenha papel crucial na carcinogénese e no desenvolvimento de glioma,
promovendo o crescimento do tumor. Neste estudo, o gendtipos de risco do VEGF-
rs2010963 (_/C) destacaram-se em gliomas de graus I, III e IV. Ha referéncia da
associacdo do alelo de risco de VEGF e leucemia linfocita do tipo crénica'®!. Estudos
relacionados com alelo de risco (_/C) e graus de histologicos em gliomas sdo escassos
na literatura, tornando assim, este estudo inédito nesta populagao.

Com relacdo ao perfil anatomorfoldgico, os tumores de alto grau destacaram-se

por acometer duas ou mais regides, semelhante a um estudo norte-americano'®?. Estes

tumores se localizam principalmente na regido supratentorial, sendo o lobo frontal mais
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comum (50-65%). Apresentam alta taxa de malignidade e proliferagdo, facilitando a
expansdo da lesdo pelo corpo caloso, infiltrando nas regides funcionais cerebrais devido
a degradacdo das matrizes extracelulares'®. Quanto ao hemisfério, entre as regides mais
acometidas dentre todos os graus de glioma (I —IV), o hemisfério esquerdo mostrou-se
prevalente, o que também foi confirmado em outros estudos'®*, ressaltando-se que pelo
menos 96% dos pacientes possuiam lesdes nesta mesma regido, principalmente na
substancia branca. Estudos mostraram uma relacdo baseada em pacientes destros, uma
vez que abrangem a maioria da populacdo, ja os canhotos possuem maior frequéncia de
lesdes bilaterais'®. Em relacdo a recidiva, os pacientes com gliomas de baixo grau
obtiveram maior frequéncia comparado aos de alto grau, devido a maior taxa de
sobrevivéncia, 0 mesmo foi encontrado em outras casuisticas'®>.

A andlise de regressdo logistica, com todas as varidveis, mostrou maior chance
de pertencer ao grupo com gliomas, com as seguintes caracteristicas: etilismo, HAS e
DM. Ressalta-se que, estas variaveis sdo possiveis preditores da doenga, corroborando
outros estudos'?7:186,

No presente estudo, a andlise da curva atuarial (Kaplan-Meier), mostrou maior
probabilidade de sobrevida para gliomas de baixo grau (II). Tumores de baixo grau sdo
considerados menos agressivos, apresentam células bem diferenciadas, assim como
facilidade na remogio cirtirgica e recuperagio®’. Reconhecidamente, os gliomas de alto
grau apresentam comportamento agressivo, caracterizado por aumento de neoplasia e
mitose, e maior progressio comparada a gliomas de baixo grau**. Com relag¢io a andlise
de sobrevida da casuistica total, 16,7% dos pacientes estdo livres do evento 6bito em
trés anos, corroborando outros estudos’’. Nesse contexto, mesmo com terapéutica

agressiva, a taxa de mortalidade é superior a 95% de trés a cinco anos>’.
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Observou-se a associacdo entre os polimorfismos de CCNDI, XRCCI, RTELI,
EGFR e VEGF e o decréscimo de sobrevida embora, sem significancia, na presenca dos
respectivos alelos de risco para os referidos polimorfismos. Estes achados corroboram

64,178,187,188

estudos realizados em outras populagdes Outros estudos mostram a

associacdo entre os polimorfismos de CCNDI, XRCCI e RTELI ¢ a sobrevida dos

pacientes, em cancer de pulmio, faringe e laringe'®’.

Estudos relacionando as
respectivas variantes genéticas a sobrevida dos pacientes com gliomas sdo escassos na
literatura, especialmente na populagdo brasileira, restringindo a discussdo dos dados.
Em relacdo a resposta a terapia medicamentosa, houve acréscimo na taxa de
sobrevida em pacientes submetidos a tratamento quimioterdpico (TMZ) e radioterapia
(RT) adjuvante, o mesmo foi encontrado em um estudo de revisdo, que constatou a
relacdo entre o tratamento combinado TMZ+RT e aumento de sobrevida em pacientes
com glioma'”®. Sabe-se que TMZ ¢ considerado padrio ouro para tratamento de

gliomas, principalmente gliomas de alto grau'.

Estudos experimentais in vitro
demonstraram efeito sinérgico em inibir o crescimento de linhagens celulares de GBM,

com tratamento fracionado de TMZ ¢ RT'°,
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5. CONCLUSAO

Este estudo permite concluir que:

1-

Variantes genéticas, representadas por frequéncias genotipicas e alélicas,
relacionadas ao ciclo celular (CCND1), reparo do DNA (XRCC1), integridade dos
telomeros (RTEL]I), sinalizagdo intracelular (EGFR) e angiogénese (VEGF) ndo se

associam com gliomas.

Hébitos de vida e comorbidades associam-se com gliomas, destacando-se etilismo,
HAS e DM, fatores de risco independentes para a doenca. Ressalta-se a relagdo
entre presenga de alelos mutantes de CCND1, XRCCI, EGFR ¢ VEGF, habitos de

vida e comorbidades, o que pode potencializar o risco para gliomas.

O perfil radioldégico anatomorfolégico por RM ndo tem relagdo com os
polimorfismos de CCND1, XRCC1, EGFR e VEGF, o que deve ser esclarecido em

casuistica numerosa.

Gliomas de baixo grau conferem acréscimo a sobrevida dos pacientes em um ano,
assim como a combinacdo da quimioterapia e radioterapia em 20 meses, o que

deve ser confirmado em amplos estudos.
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ANEXO - Termo de Consentimento
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1) Dados de identificacdo do paciente Amostra

Nome:

Sexo: Data de Nascimento: Prontuario
Endereco

Bairro: Cidade: Estado:
CEP: Telefone:

2) Dados sobre a pesquisa cientifica:

Titulo do projeto: “Biomarcadores Moleculares no Diagnéstico e Prognostico de Glioma de Alto
Grau e sua relacio com Papiloma Virus Humano e Citomegalovirus”

Pesquisador: Prof. Dr. Waldir Antonio Tognola
Institui¢do: Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP)
Endereco: Av.Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila Sdo Pedro, Sao José do Rio Preto, 15090-000.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo como individuo controle, cujo titulo esta citado
acima. Essa pesquisa inclui pacientes sem nenhuma doenga, ou seja, individuos saudaveis. Sua
participag@o consiste em doar uma pequena amostra de sangue para realizagdo de exames genéticos. Os
riscos sdo minimos e conhecidos, como discreta dor de picada de agulha e, as vezes, uma mancha
arroxeada no local que desaparece em poucos dias. Queremos deixar claro que o seu nome nunca sera
divulgado, nem a origem das informa¢des que vocé fornecer. Este projeto ¢ coordenado pelo Prof. Dr.
Waldir Antonio Tognola e durante a pesquisa vocé€ podera tirar qualquer duvida a respeito do trabalho ¢
se necessario, entrar em contato pelo telefone (17) 32015864, na Faculdade de Medicina de Sao José do
Rio Preto - FAMERP. Vocé ndo terd nenhuma despesa com a pesquisa. Caso vocé ndo aceite ou desista
de participar da nossa pesquisa, isto ndo influenciard em hipdtese alguma no seu atendimento. Caso tenha
alguma duvida sobre este acordo ou sobre seus direitos, vocé poderd ainda entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José¢ do Rio Preto, pelo telefone (17)
32015813.

Pesquisador responsavel Assinatura do paciente ou

Responsavel
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QUESTIONARIO

( ) Controle Amostra:
1. IDENTIFICACAO
Nome: Prontuario:
Data de Nascimento e Idade: Sexo Naturalidade:
Endereco: Telefone:
Bairro Cidade: CEP:
2. HISTORICO MEDICO

() Aneurisma ( ) Hipertensdo ( ) Etilismo ( ) Dislipidemia (colesterol) ( ) Tagabismo
() Diabete mellito ( ) Doenca hepatica () Doenga Neurodegenerativa ( ) Cancer

Qual?

Teve contato com agrotoxicos:

Outras doencas:

Medicamentos em Uso:

Exame Fisico Geral

Peso: kg. Altura: m. IMC (peso/altura): . PAS: . PAD:
Perfil Bioquimico: CT: HLDc: LDLec: VLDLc: TG: Glicemia:
3. HISTORIA FAMILIAR

Apresenta familiar em 1° grau (pais, irmaos, filhos) com doengas relacionadas a este estudo?

Outros tipos de doengas:

Pesquisador responsavel pela entrevista:

Data:

Observagado:
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ANEXO II - Parecer do Comité de Etica

Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos

Parecer n.° 800.941

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa CAAE 34123314.9.0000.5415 sob a
responsabilidade de Waldir Antonio Tognola com o titulo “Biomarcadores
Moleculares no Diagnéstico e Progndstico de Glioma de Alto Grau e sua Relagdo
com Papiloma Virus Humano e Citomegalovirus" estd de acordo com a resolucdo do
CNS 466/12 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) devera
receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem como a
qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio
dos relatos de eventos adversos para cophecimento deste Comité. Salientamos
ainda, a necessidade de relatério comp‘e ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Pret ] 3/de setembro de 2014,

i . Dr. Hernando Batigdlia
Presidente/ do CEP/FAMERP

17 3201 5813
yatamerp.br

www.famerp.br/cep
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Abstract

Background- Gliomas are the most common primary malignant tumors of the central nervous
system. The identification of new biomarkers may clarify mechanisms related to the pathogenesis of
gliomas. The aim of this study was to evaluate the association of polymorphisms of cyclin D1 (CCNDI),
regulator of telomere elongation helicase 1 (RTEL) and X-ray repair cross complementing (YRCC1) with
gliomas. Patients and Methods- A total of 303 individuals were distributed into: Study Group- 100
patients with gliomas and Control Group- 203 individuals without the disease. These polymorphisms
were genotyped by TagMan® SNP Genotyping Assay. Results- Smoking, alcohol consumption, systemic
arterial hypertension (SAH) and diabetes mellitus prevailed in patients (P=0.0088, P=0.0001, P=0.0001,
P=0.0011, respectively). In the logistic regression analysis, alcohol consumption and SAH were identified
as independent risk factors (P=0.0001, P=0.0027, respectively). Conclusion- Polymorphisms involved in

cell cycle, telomere protection and stability and DNA repair are not associated with gliomas.

Keywords: Glioblastoma, Polymorphism, Magnetic Resonance Spectroscopy, Astrocytoma.

Introduction

Gliomas are primary brain tumors of the central nervous system (CNS) and account for about
40% of all intracranial neoplasms and 80% of all malignant tumors (1). Each year, more than 250,000
new malignant brain tumors are diagnosed worldwide. In Brazil, over 10,270 cases have been estimated
(2) in 2016 (3). These tumors are classified according to the type of affected glia cells, including
astrocytomas, oligodendrogliomas, oligoastrocitomas and ependymomas, which define four degrees of
malignancy, i.e., gliomas of grades I and II considered as low grade, and gliomas of grades III and IV
considered as high grade (4).

In general, brain tumors are located in regions of difficult access, resistant to radiation,
chemotherapy and surgical removal, with great risk for brain functions (5). Currently, histopathological
examination of biopsies is considered the gold standard for the diagnosis of tumors. Magnetic resonance
imaging (MRI) is also commonly used. It is a less invasive method and provides anatomical images with
physiological techniques, including perfusion, diffusion, proton spectroscopy, level of blood oxygen, as

well as identification of the best place to biopsy, avoiding excessive or reduced tumor resection (6).
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Smoking, alcohol consumption (7,8), systemic arterial hypertension (SAH) and diabetes mellitus
(DM) (9,10) can be pointed out as risk factors for glioma carcinogenesis, as well as demographics, such
as age and gender (3). Additionally, advances in molecular biology have shown diseases susceptibility
genes involved in the pathophysiology, etiology, and prognosis of gliomas (11). It is important to point
out the association of polymorphisms of the gene CCND! (cyclin D1) with the development of gliomas,
which plays a role in regulating the cell cycle, acting in the G1-S phase transition (12). Equally important
are the XRCCI genes (X-ray repair cross complementing group 1) and RTELI (regulator of telomere
elongation helicase 1), which play a role in repairing breakpoints in the single-strand DNA and stabilizing
telomeres, respectively (13,14). The identification of specific biomarkers may promote new therapeutic
approaches based on molecular mechanisms, contributing to early diagnosis and prognosis of patients
with glioma.

In this context, the aim of this study was to evaluate the association of gene polymorphisms
related to cell cycle, DNA repair and telomere structure with gliomas, as well as comorbidities, lifestyle

habits, clinical profile, survival analysis and response to treatment patients with the disease.

Patients and Methods

This is a study with 303 individuals, regardless of gender, ethnicity and age. They were
distributed into: Study Group (SG) - 100 patients with gliomas (1-81 y.o.; 62% males), regardless of the
type and degree of malignancy (I-IV), whose samples of the brain tumor tissue were collected from 2003
to 2015 and stored in paraffin block; and Control Group (CG): 203 individuals without clinical signs of
any neoplasia (7-90 y.o.; 67% males).

All SG patients were selected after histological confirmation from blocks by the Pathology
Department of Hospital de Base (University Hospital of the Medical School of Sao José do Rio Preto -
HB/FAMERP) and their respective clinical and radiological data from medical records. An Informed
Consent Document was not required, as the material had already been collected, and therefore offered no
additional risks. CG individuals were selected at the HB Imaging Department, after skull MRI with
negative diagnosis for gliomas, other cancers or chronic diseases. All CG individuals were informed of
the characteristics of the study and confirmed their participation by signing an Informed Consent

Document. They also completed a questionnaire with demographics, comorbidities and lifestyle habits,
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and underwent peripheral blood collection for the analysis of genetic polymorphisms. This study was

approved by the Research Ethics Committee CEP/FAMERP (CAAE: 34123314.9.0000.5415).

Genotyping

The salting-out technique (15) was used for genomic DNA extraction for CG; for SG, extraction
was performed from samples of paraffin-embedded tissues using ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep
System (Promega Biotechnology - Brazil), according to the manufacturer’s instructions. Concentration
and purity were analyzed in NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific - USA),
according to the manufacturer's instructions. The sample absorbance was measured at 260nm/280nm,
considering a ratio of 1.8 - 2.0 as pure. The allele distribution per polymerase chain reaction (PCR) in
real time (single nucleotide polymorphism - SNP) was used for genotyping of polymorphisms of
CCND1, XRCCI and RTELI, using TagMan® SNP Genotyping Assays probes (Applied Biosystems -
USA): CCNDI1(rs9344) - C_ 744725 1 ; XRCC1 (rs25487) - C 622564 10 and RTELI
(rs6010620) - C_ 25921674 10, respectively. Positive and negative control for all reactions was applied
with a total volume of 10 pL at final concentration of 20 ng/ulL of DNA. For the reaction mixture, SuL. of
TaqMan® Universal PCR Master Mix (Thermo Scientific - USA), 3 pL of DEPC solution, 0.5 pL of
TagMan® SNP Genotyping Assay and 1.5 pL of the DNA sample were added. The samples were
processed at 94°C for five minutes, followed by 40 cycles at 94°C for 10 seconds, 60°C for 15 seconds

and 72°C for 15 seconds.

Statistical analysis

For the comparative analysis between the groups, the t- Test and Fisher's Exact test or Chi-
square test were used for quantitative and categorical variables, respectively, as well as logistic regression
to identify independent risk factors for the disease. In the evaluation of Hardy-Weinberg equilibrium, the
observed and expected genotype distribution was performed using the Chi-square test. P-values of <0.05

were considered statistically, were analyzed using the StatsDirect and Graph Pad Prism software.

Results

Smoking and drinking habits prevailed in SG (40.0%, 47.0%, respectively), compared to CG

(24.6%; 16.8%; P=0.0088, P=0.0001, respectively; Table 1). The same was true for SAH (SG: 55.0%
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versus CG: 27.0%; P=0.0001) and DM (22.0%, 8.4%, respectively; P=0.0011), whereas overweight or

obesity was similar between both groups (58.9%, 62.2%, respectively; P=0.6421).

Regarding the polymorphism analysis (Table 2), the heterozygous genotype of CCND1-rs9344
(A/L) stood out in patients (41.0%) and controls (50.2%; P=0.1684), as well as the RTELI-rs601620 (A/G
- SG: 99.0%; CG: 100.0%; P=0.3311), with similarity of their respective alleles between both groups
(P>0.05). For XRCC1-rs25487, the wild-type homozygous genotype (TT) prevailed in both groups (SG:
46.0%; CG: 48.0%; P=0.802), as well as the T allele (P=0.5616). The dominant, recessive and
codominant models were similar between both groups (P>0.05) for all polymorphisms. The Hardy-
Weinberg equilibrium was assessed for all SNPs in both groups, with genotype distributions similar to
those expected for CCNDI1-rs9344 (SG: y2=2.4048; P=0.12096 and CG: y2=0.1357; P=0.71251);
XRCC1-1s25487 (SG: 2=2.7170; P=0.09928 and CG: y2=2.4417; P=0.11814); which was not observed

with RTEL1-rs6010620 (SG: ¥2=N/C; P=N/C and CG: ¥2=203; P=0.00000).

Table 3 shows the genotype distribution (wild-type homozygous versus genotype with risk
allele), according to the tumor histological classification. Risk genotypes CCND-rs9344 (_/G) stood out
in all histological classifications, particularly in Grades I (100%) and II (86%); whereas the wild-type
genotype (A/A) in Grades III (33%) and IV (31%). RTELI-rs601620 showed risk genotypes (_/G) with
100% representability in all histological classifications. For the XRCC/-rs25487 polymorphism, risk
genotypes (_/C) prevailed in Grade 1 (57%) and IV (59%); whereas the wild-type homozygotes (T/T)
prevailed in Grade II (71%) and Grade III (56%). There were similaritiecs among the genotypes in the four

histological classifications for all polymorphisms analyzed (P> 0.05).

In the logistic regression analysis, genotypes with at least one risk allele were considered, as well
as DM and smoking, with no significant difference (P> 0.05). For the other variables, alcohol
consumption and hypertension were identified as independent risk factors for gliomas (P=0.0001,
P=0.0027, respectively). The logistic regression equation was represented as follows: (logit Y= -1.732869

+1.463821 alcohol consumption +0.883435 SAH +0.693107 DM).

The actuarial Kaplan-Meier curve assessed the survival of patients with gliomas starting on the
patient’s day of surgery. The analysis of the total sample showed 18.8+5.3% of patients free-event/ death
in three years. The survival analysis showed similarity between risk genotypes and wild-type genotype for

all analyzed polymorphisms (P>0.05). Regarding the response to treatment, the group under TMZ and
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radiation therapy showed higher prevalence of free event/death (78.7+£7.6% in 20 months), compared to

those treated with TMZ (21.945, 1% in 20 months), but with no significant difference (P>0.05; Figure 1).

Discussion

In this study, clinical profiles, lifestyle habits, comorbidities and survival of patients with
gliomas and controls were evaluated, as well as their association with genetic variants involved in cell
cycle regulation (CCNDI), DNA single-strand break repair (XRCCI) and stability, protection and
elongation of telomeres (RTELI). For lifestyle habits, smoking stood out in patients with gliomas
(40.0%), confirming its relationship with brain tumors. The same occurred in meta-analysis studies
showing that cigarette compounds are able to cross the blood brain barrier (BBB) (8). BBB is responsible
for maintaining brain homeostasis, blocking several endogenous and carcinogens substances in a selective
manner (16). N-nitroso compounds and nicotine are some of the major carcinogens found in tobacco.
They are able to modify various pathways, damaging endothelial function and cell proliferation and
migration, causing the formation of tumors (8). A study in rats showed the formation of gliomas after the
administration of N-nitroso compounds (17). On the other hand, a meta-analysis found no association
between tobacco smoking and glioma in six cohort studies and 11 case-control studies (18), suggesting
the involvement of other factors in the carcinogenesis.

Alcohol consumption also prevailed in patients (47.0%). Alcohol is an important neurotoxic,
capable of generating several diseases over time through excessive consumption (19). After alcohol
ingestion, it is oxidized into acetaldehyde, which is a well-known toxic metabolite to the brain, as it has
carcinogenic effect and leads to changes in gene expression, methylation and various other processes.
Furthermore, alcohol metabolism generates reactive species oxygen, which plays an important role in
brain tumorigenesis (7). It is still unclear if the excessive use of alcohol is related to gliomas. Studies have
confirmed the relationship between alcohol consumption and some cancers, such as pharynx, larynx,
esophagus, liver, colon, rectum and breast. However, an association with gliomas has not been found so
far (20).

Among all comorbidities, SAH was more frequent in patients with glioma (55.0%), similar to the
findings in a Dutch population (18,19). There is a scant relation between SAH and risk factor for glioma,
particularly in the Brazilian population, with no reports in the literature. Several hypotheses may explain

the higher SAH prevalence in patients with gliomas. Increased intracranial pressure or compression of the
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brain stem caused by the growth and expansion of tumors can be pointed out, which may cause SAH.
Admittedly, high-grade gliomas produce cytokines and vasoactive substances related to angiogenesis and
vascular remodeling (21).

In this study, DM prevailed in patients with gliomas (22.0%), corroborating the findings of a
North American study (22). This disease affects more than 246 million people worldwide and is
associated with several types of cancer, such as liver, pancreas, endometrium, breast and bladder (23).
Studies have shown that hyperglycemia causes increased mortality and morbidity in many diseases in the
acute phase (24). In this case, it can be related to tumor growth, as glucose is one of the major substrates
of cerebral metabolism. Also, high-grade brain tumors have a high consumption of glucose, thus DM is
related to short survival in patients with gliomas (25). However, there are few studies that correlate this
comorbidity to gliomas. /n vitro studies have shown high rates of hyperglycemia associated with
glioblastoma cells, but when glucose is removed, there was significant increase in apoptosis rates (26,27).

Noteworthy, obesity is associated with approximately 20% of all cases of cancer (25). In this
study, there was no association of overweight or obesity with gliomas; on the other hand, high body mass
index in adulthood has been linked to increased risk of the disease, showing that negative energy balance
can contribute to the development of brain tumors (22). In a meta-analysis of 22 studies including
meningiomas and gliomas, overweight shows a substantial increased risk for both tumor types (24).
However, in another meta-analysis, the relationship between overweight or obesity and gliomas could not
be confirmed (25).

This study found no association between genotype and allele frequencies of the polymorphisms
of CCNDI1 (rs9344), XRCC1 (rs25487) and RTEL! (rs6010620) with gliomas, supporting several studies
conducted with Chinese and Caucasian populations (20,28,29). For the CCND-rs9344 polymorphism,
the heterozygous genotype (A/G) prevailed in controls, compared to patients, but with no statistical
difference. However, there is reference of amplification, mutation, and high expression of CCNDI
associated with resistance to chemotherapy and poor prognosis in breast, brain and testicular germ cells
tumors (29).

Regarding the XRCC1-rs25487 polymorphism, it was similar between the groups in this and
other meta-analysis (30). On the other hand, Zhai et al. showed an association between this polymorphism
and the development of gliomas (31). The XRCCI1 protein is essential for the base excision repair

pathway, repair of small lesions, such as alkylation, methylation, single-strand breaks, as well as
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oxidative damage (31). In this case, the polymorphism involves changes in evolutionarily conserved
amino acid sequences, changing the XRCC1 function, which decreases the repair kinetics and increases
the risk for glioma (32). Mutations in nucleotide bases cause the most common lesions of DNA.
Therefore, once the XRCC1 protein function is affected, cell sensitivity to radiation alkylating agents and
oxidative stress may be increase (31).

In this study, the heterozygous genotype (A/G) prevailed for RTELI in both groups, the results of
which are unprecedented in studies with the Brazilian population, with mixed-race feature, and genome-
wide genetic diversity (33). According to the National Center of Biotechnology Information (NCBI)
databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snpref.cgi? Rs = 6010620), the prevalence of that
genotype and the allele frequency ( /G) was similar in the European population. On the other hand, a
meta-analysis study of that polymorphism was associated with increased risk for glioma (14). RTEL1 is a
DNA helicase that plays an important role in regulating telomere length, and its loss is related to telomere
shortening, breakpoints and chromosome translocations (11). The sample size may have been a limiting
factor in this study. HW equilibrium was not confirmed for RTEL1-rs6010620 in patients and controls.
The absence of HW equilibrium suggests, among other phenomena, the impact of evolutionary factors
which may alter genotypic frequencies. The criteria used in the randomization of the groups can also be
pointed out (34).

Regarding the morphological characterization of tumors, there was no association between
histological classifications and genotypes of CCNDI, XRCCI] and RTELI, in agreement with a study
conducted with a Caucasian population (35). However, the polymorphism of CCND/ was more common
in high-grade gliomas III-IV, similar to the study with a Chinese population. (35) For XRCC]I, risk
genotypes (_ / C) stood out, especially in Grade IV gliomas, which were also found in a North American
sample (36). These data suggest that the genetic risk profile of gliomas is related to disease severity
characterized by histological analysis (37). For RTELI, the heterozygous genotype (A/G) prevailed in all
histological classifications.

In relation to the survival analysis of all patients, this study showed that on average 18% of
patients are free of death event in three years, corroborating the findings of other studies (38, 39).
Furthermore, even with aggressive treatment, 3-5 year mortality rate is higher than 95% (40). The
analysis of the survival curve for the polymorphisms of CCNDI, XRCCI and RTELI showed reduced

survival, although without statistical significance in the presence of the respective risk alleles of these
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polymorphisms. These findings are similar to the studies in other populations (12, 41, 42). It is
noteworthy that studies which related these polymorphisms to survival of patients with gliomas are quite
rare in the literature and pioneer in the Brazilian population. Studies show that polymorphisms of
CCNDI, XRCCI and RTELI and patients” survival are related to other types of cancer, such as lung,
pharynx and larynx cancers (43).

In this study, increased survival in patients receiving combined chemotherapy with
Temozolamide (TMZ) and radiation therapy (RT) could also be observed. The same was found in a
review study, which found that TMZ + RT are able to prolong survival of patients with glioma (44).
Admittedly, the post-surgical treatment of patients with glioblastoma and anaplastic astrocytoma is rather
worrying, with survival rate at about six months (44). TMZ + RT are an important therapy, causing
glioma cells death via autophagy through the combination of mTOR inhibitors (enhancers or autophagy).
Radiation modulation or TMZ-induced autophagic response is one of the most promising approaches to
prolong survival and understand high-grade gliomas (45).

Logistic regression analysis, with all variables, was more likely to belong to the group with
gliomas, with the following characteristics: alcohol consumption and SAH. Importantly, these variables

are possible predictors of the disease, corroborating the findings of another study (17).

Conclusion

In this study, polymorphisms involved in cell cycle (CCNDI), DNA repair (XRCCI) and
protection and stability of telomeres (RTELI) are not associated with gliomas. On the other hand, lifestyle
habits and comorbidities are associated with gliomas, especially alcohol consumption and SAH, as
independent risk factors for the development of the disease. Low-grade gliomas, response to treatment

and the combination of chemotherapy and radiotherapy shows increased survival of patients.
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Table I: Distribution of comorbidities and lifestyle habits in patients with gliomas (Study Group - SG)

and individuals without any signs of the disease (Control Group - CG).

SG CcG
Variables P total
(N =100) (N =203)
N % N %
Lifestyle Habits
Smoking
40 40.0 50 24.6 0.0088
Alcohol Consumption
P 47 47.0 34 16.7 0.0001
Commorbities
SAH 55 55.0 55 27.1 0.0001
Diabetes Mellitus 22 22.0 17 8.4 0.0011
BMI >25 kg/m2 58 58.9 61%* 62.2 0.6421

*Chi-Square Test; P = Significance Level <0.05; N = Number of Individuals; SAH = Systemic Arterial
Hypertension; BMI = Body Mass Index; *61=61/98.



Table II. Distribution of genotype and allele frequencies of the polymorphism of CCND-1s9344; XRCC1-rs25487 and

RTELI-rs601620in patients with gliomas (SG) and individuals without the disease (CG).
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Model Genotype SG CG P
CCND1 G/G 36 (36.0) 65 (32.0)
Dominant 0.5744
(rs9344) A/G+A/A 64 (54.0) 138 (68.0%)
OR(CI95%) 1.12 (0.80-1.56)
Codominant A/G 41 (41.0) 102 (50.2) 0.1684
G/G+ A/A 59 (59.0) 101 (49.8)
OR(CI95%) 0.77 (0.55-1.08)
Recessive A/A 23(23.0) 167(82.3) 03502
G/G+ A/G 77 (77.0) 167 (82.3)
OR(CI95%) 1.23 (0.85-1.78)
Allele Freq. Abs.
G 113(0.56) 232(0.57)
0.9497
A 87(0.44) 174(0.43)
Model Genotype SG CG P
XRCC1 T/T 46 (46.0) 98 (48.3)
Dominant 0.8020
(rs25487) T/C + C/C 54 (54.0) 105 (51.7)
OR(CI95%) 0.94 (0.68-1.29)
Codominant T/C 38 (38.0) 79 (38.9) 0.9772
T/T + C/C 62 (62.0) 124(61.1)
OR(CI95%) 0.9744 (0.69-1.35)
Recessive C/C 16 (16.0) 26 (12.8) 0.5623
T/T +T/C 84 (84.0) 177 (87.2)
OR(CI95%) 1.18 (0.77-1.80)
Allele Abs. Freq.
T 130 (0.65) 275 (0.68)
0.5616
C 70 (0.35) 131 (0.32)
Model Genotype SG CcG P
RTELI1 ) A/A 0 (0.0) 0(0.0)
(rs6010620) Dominant A/G + GG 100 (100.0) 203 (100.0) e
OR(CI95%) N/C
Codominant A/G 99 (99.0) 203 (100.0) 0.3311
A/A +G/G 1(1.0) 0(0.0)
OR(CI95%) 0.32 (0.27-0.38)
Recessive G/G 1(1.0) 0(0.0) 0.3300
A/A +A/G 99 (99.0) 203 (100.0)
OR(CI95%) 3.05 (2.59-3.58)
Allele Abs. Freq.
A 99 (0.49) 203 (0.50)
G 101 (0.51) 203 (0.50) 09766

*Chi-Square and Fischer’s Tests with significance level of P<0.05; SG= Study Group; CG=Control Group; N= number
of individuals; Abs. Freq.= Absolute Frequency; CCNDI1 = Cyclin D1; XRCC1 = X-ray repair cross complementing
group 1; RTEL1 = Regulator of telomere elongation helicase 1 and NC = Not Calculated.
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Table III. Frequency of histological classifications, distributed according to the genotypes of CCNDI-1s9344; XRCC1-rs25487 and

RTEL1-rs601620in patients with gliomas.

CCNDI1-r59344 XRCC1-25478 RTEL1-601620
(N=100) (N=100) (N=100)
Histological
Type AA /G P TT _/C P AA /G P
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
Gr;}d«; I 0(0) 7(100)  0,1858 3(43) 4(57) 0,9269 0(0) 7(100) N/C
Glr\;‘f;‘ n 1(14) 6(86)  0,6696 5(71) 2(29) 0,2428 0(0) 7(100) N/C
Grade TII 6(33) 12(67) 0,7897 10(56) 8(44) 0,5240 0(0) 18(100) N/C
N=18
Grade IV 21(31) 47(69) 0,4858  28(41) 40(59) 0,2318 0(0) 68(100) N/C
N=68
= X-ray repair cross

*Chi-Square and Fischer’s Tests with significance level of P<0.05; CCND1 = Cyclin D1; XRCCI

complementing group 1; RTEL1 = Regulator of telomere elongation helicase 1 and NC = Not Calculated.
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Figure 1. Kaplan-Meier Curve for analysis of event-free survival (death) in patients with gliomas, related to genotypes; CCNDI1=

genotype GG and AG/AA; XRCC1= genotype TT and TC/CC and RTEL1= genotype AG and patients with gliomas who received

Temozalamide and Radiation Therapy.
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* Actuarial Kaplan-Meier Curve; Log Rank Test, with significance level of <0.05; CCND1 = Cyclin D1;  XRCCI1 = X-

ray repair cross complementing group 1; RTEL1 = Regulator of telomere elongation helicase 1; TMZ= Temozolamide;
A=Image A; B=Image B; C=Image C and D=Image D.



