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RESUMO

Aguiar, L.C.V. Perfil de expressao dos microRNAs: miR-21, miR-221 e miR-222 e
a sua correlacdo com os mecanismos de angiogénese e apoptose em
glioblastomas e oligodendrogliomas. 2011. 81f Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

O Glioblastoma multiforme (GBM) é o mais comum dos tumores cerebrais primarios,
acometendo cerca de 50-55% dos gliomas em adultos, e seu pico de incidéncia é de
aproximadamente 65 anos de idade. Apesar de cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, os GBMs sdo sempre fatais, com uma média de sobrevida menor que
um ano e podendo chegar a 5 anos em 10% dos casos. O processo da angiogénese
€ a maior caracteristica das células cancerosas, sendo os glioblastomas os maiores
tumores angiogénicos. A cascata de angiogéneses ocorre provavelmente em
resposta a hipodxia, iniciando a producao do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e de outros fatores pré-angiogénicos. O processo de apoptose também é
grande importancia nos tumores cerebrais, visto que sua auséncia favorece a
progressao e o crescimento tumoral. Os MicroRNAs (miRNA) sao pequenos RNAs
nao codificadores de proteina, contendo aproximadamente de 18 a 24 nucleotideos
que regulam a expressdao génica em nivel pés-transcricional, por degradagao de
RNA mensageiro (RNAm). Mais de 400 miRNAs foram identificados no genoma
humano, mas a relevancia da maior parte deles a processos fisiolégicos e
patolégicos permanece incerta. A superexpressao de miRNA pode levar a uma
regulacao inibitéria da funcdo de genes supressores de tumor, bem como a
diminuicao da expressao de miRNA pode estimular a atividade da oncogénese. O
objetivo deste estudo foi quantificar a expressao dos microRNAs MiR-221, miR-222,
e miR-21 em glioblastomas e correlacionar a expressao desses microRNAs com o
mecanismo de angiogénese através da expressdo do VEGF-A e mecanismo de
apoptose através da expressao da SURVIVIN. Os pacientes com diagnéstico de
glioblastoma apresentam maior expressao do microRNA-21 e microRNA-222 quando
comparado com o grupo controle. A expressdo do microRNA-221 nao foi diferente
entre os grupos estudados. Os pacientes com diagnéstico de glioblastoma e
oligodendroglioma apresentaram maior expressao do gene VEGF-A em relagao ao
grupo controle. O gene SURVIVIN apresentou menor expressao no grupo controle
do que nos pacientes com diagnéstico glioblastoma. Estes resultados sugerem o
envolvimento do mecanismo de angiogénese pelo gene VEGF-A em glioblastomas e
oligodendrogliomas, e com o mecanismo de apoptose pelo gene SURVIVIN em
glioblastomas. A possivel relagdo com o mecanismo de angiogénese também pode
ser constatada pelo aumento da expressao do miR-222 em glioblastomas. Assim
como a hiperexpressao dos miR-21 e miR-222 reforcam a possivel ligagdo do
mecanismo de apoptose na formacao dos glioblastomas. Nao houve correlagcao
entre a expressao dos microRNAs miR-21, miR-221 e miR-222 e os genes VEGF-A
e SURVIVIN com os paramentros clinicos género e raga.

Palavras-chave: glioblastoma, oligodendroglioma, microRNA, angiogénese,
apoptose.



ABSTRACT

AGUIAR, L.V. Expression profile of microRNAs: miR-21, miR-221 and miR-222
in glioblastomas and oligodendrogliomas and its correlation with the
mechanisms of angiogenesis and apoptosis. 81f. - Faculty of Medicine, University
of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2011.

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumors, affecting
approximately 50-55% of gliomas in adults, and their peak incidence is approximately
65 years old. Despite surgery, chemotherapy and radiotherapy, GBMs are always
fatal, with a median survival of less than one year and may reach 5 years in 10% of
cases. The process of angiogenesis is the major characteristic of cancer cells,
glioblastoma being among the major angiogenic tumors. The cascade of
angiogenesis is probably in response to hypoxia, initiating the production of vascular
endothelial growth factor (VEGF) and other pro-angiogenic factors. The process of
apoptosis is also important in brain tumors, whereas its absence favors the
progression and tumor growth. The MicroRNAs (miRNA) are small noncoding RNAs
of protein, containing 18 to 24 nucleotides that regulate gene expression in post-
transcriptional level by degradation of a messenger RNA (mRNA). More than 400
miRNAs have been identified in the human genome, but the relevance of most of
them the physiological and pathological processes remains unclear. Overexpression
of miRNA regulation may lead to an inhibitory function of tumor suppressor genes, as
well as decreased expression of miRNA may stimulate the activity of oncogenesis.
The aim of this study was to quantify the expression of microRNA miR-221, miR-222
and miR-21 in glioblastomas and correlate expression of these microRNAs to the
mechanism of angiogenesis by VEGF-A gene expression and apoptosis through the
expression of SURVIVIN gene. Patients diagnosed with glioblastoma have a higher
expression of microRNA-21 and miRNA-222 as compared with the control group. The
expression of microRNA-221 was not different between groups. Patients diagnosed
with glioblastoma and oligodendroglioma showed higher expression of VEGF-A gene
in the control group. The SURVIVIN gene expression was less in the control group
than in patients with glioblastoma. These results suggest the involvement of the
mechanism of angiogenesis by VEGF-A gene in glioblastomas and
oligodendrogliomas and the mechanism of apoptosis by SURVIVIN gene in
glioblastomas. There was no correlation between the expression of miR-21
microRNAs, miR-221 and miR-222 and VEGF-A gene and SURVIVIN with the
parameter settings and clinical gender and race.

Keywords: glioblastoma, microRNAs, angiogenesis, apoptosis.
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1. INTRODUGAO

Os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) correspondem cerca de 2%
dos tumores malignos, sendo os mais comuns os gliomas. Estes podem variar em
malignidade e, até mesmo os chamados benignos sdo comumente letais pela
tendéncia a transformacdo maligna com o tempo e pelas suas propriedades
infiltrativas (BEHIN et al., 2003).

Quatro graus de malignidade dos tumores cerebrais primarios sao
reconhecidos pela Organizagao Mundial de Saude (OMS), sendo os graus | e |l
tumores biologicamente menos agressivos e os graus |ll e IV considerados os mais
agressivos. Segundo a OMS em 2007, os gliomas malignos em adultos sao
classificados em varios tipos histologicos, sendo os mais freqientes os
Astrocitomas, os Oligodendrogliomas e os Oligoastrocitomas (COLLINS, 2002,
ICHIMURA et al., 2004, JANSEN et al., 2010).

Em 2005, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer
foi responsavel por 7,6 milhées, o que representou 13 % de todas as mortes.
Estima-se que em 2020 o numero de casos novos anuais seja da ordem de 15
milhées. Cerca de 60 % destes novos casos ocorrerdo em paises em
desenvolvimento. No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 e validas também
para o ano de 2011, apontam a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer
(INCA, 2010).

A elucidagcao dos fatores relacionados com esse crescimento permite a
elaboracao de praticas preventivas com vistas a redugao desses tumores devido a

sua alta letalidade (MONTEIRO e KOIFMAN, 2003).
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Varios estudos visando esclarecer as vias moleculares envolvidas no
desenvolvimento dos tumores cerebrais tem se destacado na literatura, dentre eles a
analise da expressao dos microRNAs. Os glioblastomas e os oligodendrogliomas
apresentam um comportamento extremamente agressivo e, apesar dos avang¢os que
ocorreram na cirurgia, quimioterapia e radioterapia, as taxas de sobrevida destes
pacientes sdo muito baixas. Visto que os microRNAs tem demonstrado um papel na
regulacdo do desenvolvimento tumoral, a elucidacdo do seu envolvimento com o
mecanismo de angiogénese em glioblastomas e oligodendrogliomas, pode trazer
melhores subsidios para elucidacdo das diversas alteracées moleculares envolvidas
nestes tipos de tumores. Assim como, admite-se que o estudo dos reguladores da
apoptose possa desvendar alguns aspectos ainda pouco esclarecidos acerca do
processo de tumorigénese e da progressao destes tumores, revelando ainda novas

possibilidades terapéuticas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Os gliomas sao tumores intracraniais originados das células da glia que
possuem capacidade de invadir regides adjacentes do tecido normal, sendo
altamente infiltrativos, de dificil de controle e praticamente impossivel de remové-los
totalmente em uma cirurgia, contribuindo assim para frequentes recidivas e
consequentemente um aumento nos indices de mortalidade e morbidez dessa
doenca. Estes sao classificados em astrocitomas, oligodendrogliomas e
oligoastrocitomas, e sao histologicamente relacionados em grau |, Il, lll, IV, segundo

a OMS (NUTT et al., 2001).

2.1.Tumores Astrociticos

Os tumores astrociticos compreendem uma ampla variedade de neoplasias
com caracteristicas clinicas, histopatolégicas e genéticas distintas. Constituem o
principal tipo histolégico entre os tumores primarios do SNC. Na classificacao
histopatoloégica da OMS para tumores proprios do SNC, admite-se que as diversas
apresentacoes histolégicas dos astrocitomas possam ser divididas em diferentes

graus de malignidade, variando de | a [V (KLEIHUES et al., 2002).

2.1.1. Astrocitomas Pilociticos (Grau |)

Os astrocitomas grau | exibem irregularidades genéticas distintas dos demais
graus, o que reforca a teoria de rara progressdo para fenétipos mais malignos,
estando mais presente em criangas (FARIA et al., 2006).

Sao tumores considerados de bom prognéstico. Quando se localizam em

regides onde é possivel sua ressecgdo completa, geralmente sdo curaveis. Podem
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ocorrer tanto no encéfalo quanto na medula, sendo raros na ultima (ALMEIDA e

CLARA, 2005).

2.1.2. Astrocitomas de baixo grau (Grau ll)

Os astrocitomas difusos de baixo grau de malignidade possuem um
crescimento lento com alto grau de diferenciacdo molecular que infiltra difusamente
o tecido cerebral adjacente (BEHIN et al., 2003; KAYE e WALKER, 2000). O pico de
incidéncia ocorre entre 25 e 40 anos com predomindncia no sexo masculino e a
média de sobrevida é de 7 anos (COLLINS, 2002).

A formacao do astrocitoma grau Il € associada a, pelo menos, trés alteragdes
genéticas e moleculares: inativagao do gene supressor tumoral P53 (cromossomo
17p), perda do cromossomo 22q (detectada em 20% a 30% dos astrocitomas) e
ativacao do fator de crescimento derivado de plaqueta (FGDP), (Platelet-Derived
Growth Factor) e/ou do seu receptor, que por sua vez esta correlacionado com a
inativacao P53 (TORSTEN e WIESTLER, 1997). Geralmente esse tipo de tumor tem

tendéncia a progredir para astrocitomas de maior alto grau.

2.1.3. Astrocitomas Anaplasicos (Grau lll)

Astrocitoma anaplasico € um tumor infiltrativo que possui um grande potencial
proliferativo com anaplasia focal ou dispersa. Possui localizagdo similar a dos
astrocitomas de baixo grau, sendo encontrados preferencialmente nos hemisférios
cerebrais. A média de incidéncia deste tumor é de 40 anos e geralmente atingem
homens adultos e tendem a progredir para glioblastomas (UNO, 2006).

A perda do cromossomo 19q parece ocorrer exclusivamente em tumores

gliais, sendo detectado em todos os graus dos astrocitomas, especialmente no
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astrocitoma grau lll (44%) (CHOSDOL et al., 2002). As mutagdes no gene TP53 sao
observadas na mesma freqiiéncia dos astrocitomas de grau Il e essas mutagdes
acontecem devido a uma falha na via desse gene, que no caso dos astrocitomas de
grau lll, aparecem nao-funcional em aproximadamente 60% dos.casos (COLLINS,

2002).

2.1.4. Glioblastomas (Grau IV)

O Glioblastoma Multiforme (GBM) € o mais comum dos tumores cerebrais
primarios, e correspondem a cerca de 50-55% dos gliomas em adultos, e seu pico
de incidéncia é de aproximadamente 65 anos de idade, acometendo mais homens
que mulheres em uma relagdo de 3:2. Representam 29% de todos os tumores
cerebrais e 69% de todos os casos de tumores astrociticos e oligodendrogliais.
Apesar de cirurgia, quimioterapia e radioterapia, os GBMs sao sempre fatais, com
uma meédia de sobrevida menor que um ano, podendo chegar a 5 anos em 10% dos
casos. (FREI et al., 1998; OHGAKI e KLEIHUES, 2007). Estao localizados mais
comumente nos lobos frontal e temporal, podendo acometer mais de um lobo
(FERREIRA et al., 2004).

Vias moleculares distintas podem caracterizar a progressao para o0
glioblastoma: uma podendo ser desenvolvida como resultado da progressao a partir
de um astrocitoma anaplasico (baixo grau), ou diretamente se apresentando como
um glioblastoma primario “de novo" sem evidéncia de lesao precursora de menor
malignidade. (FRANCO-HERNANDEZ et al., 2007).

Na génese dos glioblastomas existem alteragdes moleculares em nivel de
genes supressor tumoral, oncogéneses e genes reparadores de DNA, sendo as

mais comuns, mutagdes no gene P53, amplificagao/rearranjo do receptor do fator de
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crescimento epidermal (EGFR), e amplificagao/superexpressao de MDM2 (BURTON
et al., 2002; FRANCO-HERNANDEZ et al., 2007).

O glioblastoma primario, em sua maioria (>90% dos GBMs), desenvolve-se
em pacientes mais velhos, surge sem uma lesdo precursora menos maligna
identificavel e rapidamente ap6s uma histéria clinica curta. Freqiientemente, contém
mutacdo no PTEN (25%), delegdo no P16 (31%), EGFR amplificado ou
superexpresso (36%), perda de heterozigosidade (LOH) do cromossomo 10q (70%)
e, menos freqientemente, amplificagdo no MDM2 (OHGAKI e KLEIHUES, 2007).

O (glioblastoma secundario predomina em pacientes mais jovens e se
desenvolvem mais lentamente de um astrocitoma de baixo grau ou o anaplasico. O
diagnodstico deste requer evidéncias clinicas (neuroimagem) ou histologicas de
evolugdo de um astrocitoma menos maligno. Mutagdes no TP53 s&do as mais
freqlentes e as primeiras alteragdes genéticas detectaveis, ja presentes em 60%
dos astrocitomas de baixo grau; enquanto a amplificagdo e superexpressdo do
EGFR sé&o menos freqlientes (OHGAKI e KLEIHUES, 2007; XIE et al., 2006).

Estudos relatam que a média de sobrevida dos pacientes com glioblastoma
secundario € significativamente mais longa que a do glioblastoma primario.
Entretanto, esta diferenca & considerada em grande parte, porque a idade mais
jovem € um fator consistente e que pode predizer a sobrevida nos pacientes com
glioblastoma. Um estudo dos efeitos progndsticos dependentes da idade revelou que
pacientes mais velhos estao associados com significante aumento do risco de morte.
A cada dez anos incrementados, a idade de diagnéstico sofre um aumento de 37%

no risco de morrer. (BATCHELOR et al., 2004).
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2.1.5 Oligodendrogliomas

O oligodendroglioma € o terceiro tipo de tumor mais comum entre os gliomas.
Fazem parte de 2-5% dos tumores cerebrais primarios e de 4-15% dos gliomas
(ENGELHARD et al.,2003).

Estudos clinicos realizados por Van den Bent (2000), confirmaram que as
perdas dos alelos do brago curto do cromossomo 1 (del 1p) e brago longo do
cromossomo 19 (del 19q) sdo associadas com o fenétipo oligodendroglial. Acredita-
se que estas regides do cromossomo contém genes supressores de tumor, que
quando perdidos leva ao desenvolvimento e/ou progressao do tumor.

Trata-se de um tumor de baixo grau ou bem diferenciado, considerado pela
Organizagao Mundial de Saade como um glioma grau Il. O termo Oligodendroglioma
Anaplasico € usado para o fenétipo mais maligno, que € o glioma grau lll. No
oligodendroglioma grau Il, pode ser vistas atipias nucleares e mitoses ocasionais, ja
nos oligodendrogliomas anaplasicos, observa-se atividade mitética, proliferagcao
microvascular perceptivel, e/ou necrose visivel (ENGELHARD, 2002).

Acredita-se que resultam de wuma transformagcdo neoplasica de
oligodendrécitos e, conseqiientemente, elas se desenvolvem em qualquer local, em
propor¢do relativa ao volume da substancia branca. Mais de 90% surgem na
substancia branca supratentorial, mais comumente nos lobos frontal e
temporal. Menos de 10% ocorre na fossa posterior e medula espinhal
(ENGELHARD, 2003).

Oligodendrogliomas evoluem de modo tipicamente lento, com crescimento
infiltrativo e tém uma tendéncia para invadir as leptomeninges (REIFENBERGER et

al., 2000).
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O exame histolégico mostra celularidade moderada, com células tumorais
uniformemente arredondada, nucleos homogénios e o citoplasma com inchago

evidente, apresentando aspecto de “ovo frito” (ENGELHARD, 2003).

2.2. Expressao génica nos astrocitomas e o mecanismo de Angiogénese.

Embora a etiologia dos tumores cerebrais permanega desconhecida, existem
evidéncias que a geracgao de radicais livres por fatores intrinsecos e/ou extrinsecos
pode ter um papel crucial nos eventos iniciais da tumorigénese. Os radicais livres
podem induzir modifica¢des quimicas das bases de DNA, levando a mutagoes
espontaneas de genes supressores tumorais e/ou oncogenes. Estes eventos iniciais
podem induzir eventos genéticos mais tardiamente e, por fim, neoplasia cerebral
(PREUSSER et al., 2006).

Dentre as alteragdes genéticas e moleculares geradas na formagao do tumor
cerebral destacam-se a amplificacao do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), a superexpressao do fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e
seu receptor (PDGFR), da perda do gene supressor de tumor TP53 e do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (KLEIHUES e CAVENNE, 2000).

O corpo humano como um todo necessita de oxigénio e nutrientes, que sao
transportados através do sistema de vasos sanguineos. Para que este transporte
seja adequado é necessario um sistema altamente desenvolvido. Esta eficiéncia é
mantida por meio da angiogénese. O mecanismo da angiogénese consiste na
formacao de novos vasos a partir dos vasos pré-existentes envolvendo processos de
divisao celular, degradagao seletiva da membrana basal e do ambiente da matriz
extracelular, ativando a proliferagcao da célula endotelial e sua migragao (Figura 1).

Além disso, sua regulagdo & dependente de indutores e inibidores liberados por
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ambas as células tumorais e endoteliais (CHAN et al., 1998, FERRARA, 2004;
KARAMYSHEVA, 2008). Em adultos ela é rigorosamente controlada por um
processo fisioldgico denominado “balango angiogénico” - um equilibrio entre os
sinais exitatorios e inibitérios do crescimento dos vasos sanguineos. Em situagdes
normais, a formagdo destes novos vasos ocorre durante a cicatrizagdo, a
regeneragéo do organismo e, no sistema reprodutivo feminino, durante a ovulagéo e

formacgé&o da placenta (MASS et al., 2001).

Célulasvermelhas do sangue
-

Angiogénese

Figura 1: Esquema do processo da angiogénese (FREITAS et.al., 2009).

Algumas moléculas promotoras da angiogénese ja foram caracterizadas,
entre elas, o fator de crescimento ligado a heparina, o fator de crescimento
fibrobastico basico (BFGF), fatores de necrose tumoral alfa e beta (TNFA e TNFB),
fator de transformacgéo de crescimento alfa (TGFA), fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF). O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) destaca-se
dentre todos os fatores mencionados acima. Sua fung&o esta relacionada com a

regulacéo enddgena deste processo (KERBEL, 2008).
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Os (glioblastomas (GBMs) estao entre os tumores mais altamente
vascularizados, com niveis extremamente elevados de inumeros fatores proé-
angiogénicos (VEGF, BFGF, IL8). Neste ha uma superexpressao de VEGF pelas
células tumorais que €& provavelmente o resultado combinado das alteragbes
genéticas acumuladas e hipoxia, correlacionando assim, com fenétipo mais maligno

deste tipo de tumor (BRAT et al.,, 2003; KAUR et al., 2004).

2.2.1. VEGF

Para que haja um crescimento em torno de 1 a 2 mm de didmetro, o tumor
necessita de um suplemento sanguineo independente, que €& adquirido pela
expressdo de fatores de crescimento (dentre eles os VEGFS) que promovem a
angiogénese. Até esse diametro os tumores recebem oxigénio e nutrientes por
difusdo simples dispensando a irrigagdo por vasos sanguineos préprios. A partir
deste tamanho, na auséncia de vascularizacdo neoformada, o tumor deixa de
crescer e ocorre morte celular induzida pela hipdxia e pela formagao de 6xido nitrico
(FENTON et al., 2000, FREITAS et al., 2009).

O VEGF é membro da familia de citocinas que desempenha papel importante na
angiogénese. Este é considerado como um fator potente para a proliferagao vascular,
difusivel e especifico pelas células do endotélio, e desempenha um papel impar na
regulagéo do crescimento vascular, fisiolégico e patolégico (KUNG et al., 2006). O
mesmo induz a angiogénese atuando diretamente nas células endoteliais ao se ligar e
ativar receptores de membrana pertencentes a familia de receptores tirosina quinase.

Em humanos, foram identificados seis membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E e P1GF (em ingés: Placental Growth Factor), tendo o VEGF-A, ou

apenas VEGF, um papel mais ativo no processo angiogénico (HOEBEN et al., 2004).
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Este processo continua mesmo com o cancer em seu estagio avangado. Com
iss0, ocorre a neovascularizagao direcionada para o tumor sélido, com subseqiiente

crescimento e metastase.

2.3. Expressao génica nos astrocitomas e o mecanismo de apoptose.

A apoptose € um processo pelo qual as células sofrem morte programada; € a
oposigao para a proliferagcao. Trata-se morfologicamente da retragao e fragmentacao
do nucleo e da célula, sem que haja ruptura da membrana celular. Isso impede a
inflamacgao do tecido circundante. Esta depende da ativagao de diferentes vias de
sinalizagcdo que sao muitas vezes desreguladas no cancer (KRAKSTAD e
CHEKENYA, 2010).

A homeostase normal do tecido € mantida por uma coordenagéo entre
proliferacdo celular e apoptose celular, e a ruptura deste equilibrio pode levar a
transformacao e progressao neoplasica (DAS et al., 2002).

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos através de receptores
especificos na superficie celular chamados receptores de morte ou por estimulos
internos de estresse intracelular, tais como lesdo do DNA ou perturbagdes no ciclo
celular ou nas vias metabdlicas. Essas diferentes vias culminam com a ativagao de
proteases conhecidas como caspases, que apresentam papel fundamental no
processo de morte celular (PAROLIN e REANSON, 2001).

As caspases estao presentes no citosol sob a forma de pré-enzimas inativas,
tornando-se ativas apos clivagem proteolitica nos residuos de acido aspartico, onde
ativam outros membros da familia de caspases em uma cascata (DAS et al., 2002;

PAROLIN e REANSON, 2001).
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As caspases sao divididas em duas classes: as iniciadoras e as efetoras. As
caspases iniciadoras sao caracterizadas por uma extensa regiao N-terminal (>90
aminoacidos), que se constitui de um ou mais dominios adaptadores, importantes
para desenvolver sua fungao; enquanto as caspases efetoras normalmente contém
20 a 30 residuos em sua seqiiéncia de prodominios (SHI, 2002).

Alguns membros, tais como a caspase-8, ocupam posicdo proximal na
cascata proteolitica e agem como reguladoras e iniciadoras, enquanto outras como a
caspase-3 agem como efetoras na fragmentacgao celular (PATEL et al., 1998).

Um dos mecanismos pelos quais a apoptose pode ser deflagrada é através dos
receptores de morte presentes na superficie celular, que sao ativados em resposta ao
acoplamento de ligantes especificos. A maioria dos receptores da morte identificados
sdo membros da superfamilia de receptores para o fator de necrose tumoral (TNF),
caracterizada por apresentar porcdo extracelular rica em cisteina e uma regiao
citoplasmatica, chamada dominio de morte (“death domain”), essencial para transdugao
intracelular do sinal de morte. Entre esses receptores, um dos mais estudados e melhor
caracterizados é o receptor FAS (CD95 ou APO-1). Quando o ligante-Fas se acopla ao
receptor FAS, as moléculas individuais do receptor se trimerizam formando agregados
de cadeias de morte. Este agregado permite que as mesmas se liguem a uma proteina
adaptadora presente no citosol, chamada cadeia da morte associada ao Fas ("Fas-
associated death domain"”, FADD). A ligagdo desse complexo a pro-caspase-8 resulta
na ativagdo dessa enzima por clivagem proteolitica. A caspase-8 pode entao,
diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 (caspase efetora), induzindo
entdo a morte celular (PAROLIN e REANSON, 2001).

A familia das proteinas inibidoras de apoptose (/AP) age como um fator

importante na inibicdo da apoptose, caracterizada pela presenca de
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aproximadamente 70-80 aminoacidos. As [APs podem se ligar diretamente as
caspases e inibir sua atividade na indugéo de apoptose e, portanto, desempenhar

um papel critico na decidir o destino da célula (ZHEN et al.,2005).

2.3.1. SURVIVIN

Identificada pela primeira vez por Ambrosini et al. (1997), a Survivin é um
membro da familia IAP. E altamente expressa na fase G2/M do ciclo celular, podendo
efetivamente impedir o processo de apoptose celular pela ligagao especificamente nas
caspases-3 e caspase-7, inibindo sua atividade. Além disso a SURVIVIN desempenha
um papel muito importante na angiogénese (ZHEN et al., 2005).

Recentemente, estudos realizados por Das et al., (2002) utilizando a reagao
em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), imunohistoquimica e
Western Blot, mostraram que o mRNA e proteina SURVIVIN encontravam-se
superexpressas em gliomas. Além disso, a superexpressdo da SURVIVIN é
significativamente associada com a tumorigénese dos gliomas.

Estudos tém mostrado, em tecidos fetais normais, presenca de transcritos da
proteina SURVIVIN no rim e no figado, e em menor quantidade, nos pulmbes e no
cérebro. A presenga da SURVIVIN parece estar correlacionada com o
comportamento agressivo do tumor e seu progndstico (SASAKI et al., 2002).

No entanto, a relagdo da SURVIVIN com a proliferagdo, apoptose e

angiogénese em gliomas ainda € incerto.

2.4. microRNAs
Os microRNAs (miR) sdo pequenos RNAs nao codificadores de proteina,

contendo aproximadamente de 18 a 24 nucleotideos que regulam a expressao
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génica em nivel pés-transcricional, por degradacao de um RNA mensageiro (RNAm).
Mais de 400 microRNAs foram identificados no genoma humano, mas a relevancia
do envolvimento deles na maior parte dos processos fisiologicos e patolégicos
permanece incerta (OZEN et al., 2008).

A biogénese dos microRNAs se da a partir, primeiramente, do transcrito
primario (pri-microRNA), que geralmente contém centenas a milhares de pares de
base, apresentados em uma estrutura hairpin , que é processada pela enzima
RNase |lI, Drosha formando o microRNA precursor (pré-microRNA) de
aproximadamente 70 nucleotideos. A proteina exportina-5 leva esse produto ao
citoplasma para ser processado pela RNase Ill, Dicer, gerando um microRNA fita
dupla de ~22 nucleotideos. Uma das fitas do duplex de microRNA é degradada
enquanto a outra permanece no complexo RISC para controlar a expressao pos-
transcricional de genes-alvo, levando a repressao pos-transcricional ou a
degradagao do RNAm (Figura 2) (CHEN, 2008; FILHO e KIMURA, 2006).

Gregory et al. (2005), relatam que a superexpressao de microRNA pode levar
a uma regulacao inibitéria da fungéo de genes supressores de tumor, bem como a
diminuicao da expressao de microRNA pode estimular a atividade das oncogenes.

Os microRNAs exercem seus efeitos regulatorios ligando-se a regidao 3’ nao
traduzida de RNAm-alvo. Este mecanismo de atuagao permite a redugcéo dos niveis
protéicos de seus genes-alvo, raramente afetando o nivel de expressao
transcricional (KIM, 2005). A regulagao pos-transcricional exercida pelos microRNAs
na regiao 3’ nao traduzida depende do grau de complementaridade com o RNAm-
alvo, podendo ocorrer por inibicdo traducional ou degradagao do RNAm. Em funcéao
dos microRNAs possuirem seqiiéncias pequenas e agirem sem a necessidade de

pareamento completo, um unico MiRNA pode regular muitos RNAm-alvo, além de
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cooperarem no controle de um Gnico RNAm (BRENNECKE et.al., 2005). Alguns
estudos indicam que um miRNA possa regular 200 RNAs apresentando funcdes
totalmente diversas. Desta forma, os microRNAs constituem uma enorme e

complexa rede regulatéria da sinalizagao celular.
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Figura 2. Esquema da Biogénese do microRNA (adaptado de Kim, Trendes Genet 22(3):165-73, 2006)
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2.5. microRNA e angiogénese

Existe uma crescente evidéncia de que microRNAs especificos estao
envolvidos em diversos processos biolégicos, tais como cardiogénese, proliferacao e
diferenciacao de células musculo-esqueléticos, morfogénese cerebral, oncogenese,
e diferenciacdo de linhagens hematopoiéticas, porém, o papel especifico dos
microRNAs na biologia da célula vascular e endotelial ainda é bastante limitado
(URBICH et al., 2008).

Yang et al.(2005), obtiveram evidéncias sobre a importancia dos microRNAs
na regulacao da angiogénese através de observagdes do processo da angiogénese
embrionaria, onde foi constatado que a presenca destes comprometeu severamente
os sacos embrionarios e o embrido, e agiu reduzindo severamente a expressao de
importantes reguladores positivos da angiogénese.

Conti et al. (2009), mostraram que os miR-21 e miR-221 estao
superexpressos em tumores astrociticos humanos, e que o miR-181b esta
hipoexpresso. O miR-21 apresentou-se superexpresso em tumores de baixo e alto
grau de malignidade, enquanto a superexpressao do miR-221 foi mais evidente em
tumores de alto grau.

Sage et al. (2007), observaram em estudo realizado com linhagem de células
de glioblastoma que a elevada expressao dos miR-221/222 esta associada com
nivel menor de p27“P! na fase G1/S. Sendo assim, concluiram que esse microRNAs
funcionam como oncogenese, ao controlar a progressao do ciclo celular através da
inibicao da p27+*’

Corsten et al. (2007), consideraram a hipotese de que talvez a supressao do
miR-21 pudesse aumentar a sensibilidade do tumor as terapias citotdoxicas. Nos

experimentos “in vitro” houve um aumento sinérgico na atividade das caspases e
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uma reducdo significativa da viabilidade das células de glioblastoma. Este
sinergismo também foi confirmado "in vivo” no cérebro murino, demonstrando que o
miR-21 pode ser um possivel alvo para intervengdes terapéuticas, empregando
tratamento combinado entre a modulagao do miR-21 e quimioterapia antineoplasica.

Chan et al. (2005), notaram através do perfil do tumor do glioblastoma e
linhagens celulares um aumento dos niveis do miR-21. No mesmo estudo, a inibicao do
miR-21 em células de glioblastoma levou ao aumento da morte celular, sugerindo que

este estaria atuando como um oncogene inibindo a morte celular em glioblastomas.

2.6. microRNAs e apoptose

Os microRNAs tem sido considerado como importantes reguladores envolvidos
em muitos processos biolégicos, incluindo a proliferagdo e diferenciagao celular,
apoptose e metabolismo, influenciando assim, o desenvolvimento da doenca. Eles
podem regular a expressao de pelo menos 1/3 de todos os genes humanos e estao
envolvidos com a regulagdo do metabolismo e da apoptose (AMBROS, 2004).

Em tumores malignos, os microRNA oncogénicos encontram-se
superexpressos e atuam estimulando a proliferagdo celular e inibindo a agcao de
genes supressores tumorais e genes que controlam a apoptose (COWLAND et al.,
2007 e ZHANG et al., 2007).

Estudos realizados com moscas, o microRNA bantan acelera a proliferagéao e
previne a apoptose através da regulacdo do gene proapoptético hid (BRENNECKE
et al., 2003).

O papel dos microRNAs na sinalizagdo da apoptose ainda nao foi totalmente

determinada, no entanto, varios estudos tém indicado um papel neste processo.
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3. OBJETIVOS

e Quantificar a expressdao dos microRNAs: miR-21, miR-221, miR-222 e em

glioblastomas e olidendrogliomas pela técnica de PCR em tempo real.

e Analisar o mecanismo de angiogénese pela expressdao do VEGF-A em

glioblastomas e olidendrogliomas pela técnica de PCR em tempo real.

e Analisar o mecanismo de apoptose pela expressdo génica do SURVIVIN

glioblastomas e olidendrogliomas pela técnica de PCR em tempo real.

e Correlacionar a expressao dos microRNAS: miR-21, miR-221, miR-222 e dos
genes VEGF e SURVIVIN com os parametros clinicos: género e raga nos

glioblastomas e olidendrogliomas.
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4. PACIENTES E METODOS

Para a utilizacdo das pecas ressecadas para fins de pesquisa, foram
solicitados os termos de consentimento livre e esclarecidos dos pacientes ou
familiares (anexo A). O protocolo para esta pesquisa foi aprovado pela Comissao de

Etica em Pesquisa do HCFMRP/SP (Processo HCRP n°9274/2009 (anexo B)).

4.1. Pacientes

As amostras analisadas no presente estudo foram de pacientes operados
pela equipe de neurocirurgia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP/USP) no periodo
compreendido entre os anos de 2004 a 2008 (Tabelas 1 e 2). Foram analisadas 17
amostras de Glioblastoma Multiforme (grau 1V) e 12 amostras de Oligodendroglioma
Anaplasico (grau lll). Como grupo controle foi estudado 10 amostras de substéncia

branca obtidas de pacientes submetidos a cirurgia de epilepsia.



Pacientes e Métodos | 39

Tabela 1. Dados Clinicos dos pacientes com glioblastoma.

SNC Nome Sexo Raca Data Nasc. Registro Cirurgia
159 JAB. | Fem. | Branco | 02/10/49 | 0684599) | 18/02/04
184 J.D. Masc. | branco | 23/06/40 | 0694204D | 06/05/04
224 ERRS. | Masc. | Branco | 26/10/43 | 0268030K | 14/11/04
228 TV.F. | Masc. | Branco | 27/09/67 | 0652287K | 01/12/04
240 G.GR. | Fem. | Branco | 21/06/34 | 0727396B | 30/03/05
244 SW.S. | Masc. | branco | 11/09/37 | 0737192H | 04/10/05
318 LFA | Masc. | branco | 07/11/37 | 0817396A | 14/06/07
321 V.SD. | Masc. | Branco | 14/03/62 | 0560673B | 27/06/07
323 | AMDO. | Fem. | branco | 25/12/44 | 0819237A | 28/06/07
357 MAM. | Masc. | branco | 10/11/62 | 0833605C | 01/11/07
423 PLG. | Masc. | branco | 01/02/54 | 0795327A | 08/05/08
437 M.V. Fem. | Branco | 12/12/38 | 02917001 | 17/06/07
441 MDBO. | Fem. | Branco | 081042 | 0859546G | 25/09/08
458 T.G.F. Masc. branco 03/09/46 08638521 31/07/08
465 AAO. | Fem. | Branco | 12/08/75 | 0862840H | 14/08/08
467 AM. Masc. | branco | 23/08/45 | 0416419G | 19/08/08
469 M.B. Masc. | branco | 19/07/44 | 0867305J | 20/08/08
477 MBP.T | Fem. | branco | 06/10/81 | 0564874F | 10/09/08
485 JRMC. | Masc. | Negro | 22/11/47 | 0547710G | 25/09/08
488 AAA | Masc. | branco | 08/02/39 | 0871739E | 03/10/08
350 AAA | Masc. | Branco | 0812/41 | 0830804K | 08/10/07
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Tabela 2. Dados Clinicos dos pacientes com Oligodendroglioma Anaplasico

SNC Nome i Sexo Racga Data Nasc. Registro Cirurgia
92 AT. | Masc. | Branco | 13/08/57 | 0456032K | 21/05/03
110 LAM. | Masc. Branco 15/04/55 | 06599568 10/07/03
201 0.C Masc. | Branco | 13/12/43 | 0703746K | 12/08/04
253 CMSF. | Fem. | Mulato | 13/03/71 = 0766679G | 22/03/06
254 M.A.O.R. Fem. Branco i 17/02/67 0767548E 22/03/06
263 M.C.R. Masc. Branco 01/01/62 0776103D 13/06/06
291 LMS. | Masc. | Branco | 06/12/32 & 0802229J | 29/01/07
302 LAM. | Masc. | Mulato | 15/04/55 @ 0659956B | 27/02/07
324 WWM. | Fem. | Branco | 31/12/74 | 0719921K | 28/06/07
361 MSPS. | Fem. | Mulato | 02/07/60 | 0719531B | 21/11/07
368 EA. Fem. | Branco | 18/07/68 | 0836218l | 06/12/07
376 AFS. | Masc. | Branco | 23/05/38 | 0036892A | 24/12/07 |
395 EA. Fem. | Branco | 18/07/68 | 08362181 | 18/02/08
399 | FAS | Masc. @ Branco | 16/05/58 | 08427121 | 21/02/08
481 JNS | Masc. | Branco | 07/04/70 | 0608355G | 16/09/08
502 JCPO | Masc. | Branco | 07/03/78 | 0878000E | 12/11/08
578 JRF. | Masc. | Branco | 18/11/68 | 00041858 | 21/05/09
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Apés o procedimento cirargico uma parte das amostras do tumor foi
imediatamente estocada em nitrogénio liquido (-196°C) e a outra parte encaminhada
ao Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo HC-FMRP/USP, para a confirmagao

do laudo através do exame anatomo-patoldgico.

4.2. Métodos

Extracao do RNA

Para a extracdo de RNA das amostras de glioblastomas multiforme e
oligdendrogliomas anaplasicos foram adicionados 250ul de PBS (phosphate-
buffered saline) e 750ul de Trizol® (Invitrogen, EUA). O fragmento de tecido foi
homogeneizado com a utilizagdo de um aparelho Politron®. Apds permanéncia em
temperatura ambiente por 5 minutos, acrescentou-se 200pl de cloroférmio, agitando-
se vigorosamente por 15 segundos. A solugao final foi centrifugada a 4°C por 15
minutos a 14.000 rpm, separando o liquido em duas partes: uma parte aquosa
(transparente), presente na regido superior do ependorf e uma outra parte, ja no
fundo do ependorf, de cor rosada. A fase aquosa (superior) de cada frasco foi
transferida para novos tubos. Em seguida foram adicionados mais 500pl de trizol em
cada ependorf, onde imediatamente, com a prépria pipeta em uso, ia
homogeneizando o material. Ap6s ter feito isso, foram adicionados 200ul de
cloroférmio, nao precisando este ser homogeneizado. Em seguida agitou-se o
ependorf manualmente por 15 segundos e deixou por 5 minutos em temperatura

ambiente, onde foi levado em seguida para a centrifuga com os mesmos parametros
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anteriores. O RNA foi precipitado com 500ul de alcool isopropilico 100% e
permaneceu a -80°C por pelo menos 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000
rpm, desprezando-se o sobrenadante a seguir. Foi acrescentado 1000ul de etanol
70% seguido novamente de centrifugacao refrigerada por 15 minutos a 14.000 rpm.
A fase superior foi desprezada e o precipitado seco dissolvido com agua tratada com
12ul de H,O DEPC por pelo menos 15 minutos. Esse material foi, em seguida,
aliquotado, identificado e armazenado a “ 80°C.

Para verificagao da integridade do RNA obtido, cada amostra foi, ao final da

etapa descrita acima, submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% para RNA.

Sintese de DNA complementar (cDNA) dos microRNAs

Para a sintese do cDNA (DNA complementar) do microRNA a transcricao
reversa foi realizada utilizando o kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Para cada 5ng de RNA, foi adicionado 0,75ul de
RT Buffer; seguido de 0,075ul de dNTP’s; 1,5ul de Primers especificos (miRNAs ou
controles endégenos) e 0,5ul da enzima MultiScribe™, 0,094ul de RNase out (1.9U),
completando com agua DEPC o volume final de 7,5ul, sendo as amostras incubadas
no termociclador por 30 min a 16 ° C, 30 min a 42 °C,5 min a 85 ° C e, em seguida,
realizada a 4°C. Para o PCR em tempo real, foi utilizado 4,5uL do cDNA das

amostras diluido 1:4 em um volume final de reagao de 10uL.

Sintese de cDNA para os genes VEGF-A e SURVIVIN
A transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit comercial (Applied

Biosystems) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit de acordo com as
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instrugdes do fabricante para a sintese do cDNA (DNA complementar). Para cada
1ug RNA, foi adicionado 2,5ul de RT Buffer; seguido de 1,0ul de dNTP’s; 2,5ul

Random Primers e 1,25pl da enzima MultiScribe™.

PCR em tempo real

RQ microRNAs: miR-21, miR-221 e miR-222

O método de PCR em tempo real € utilizado para a confirmacgao da expressao
diferencial de microRNAs.

A partir do cDNA obtido das amostras, € realizada a amplificagcao por Reagéao
em Cadeia de Polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (RQ-PCR), com a
utilizagao da TagMan Master Mix (Applied Biosystems).

Para a analise quantitativa da expressao de microRNAS, sao utilizados os
sistemas disponiveis comercialmente TagMan Assay-on-demand, compostos por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems). Para a formagao do mix que iria
ser processado pelo PCR em tempo real, foral utilizadas 4,5ul do cDNA da amostra,
5ul do reagente e 0,5pl da sonda especifica, completando um volume final de 10pl.

Considerando-se as diferengas causadas por quantidades distintas de cDNA
utilizadas nas reacoes, os valores de CT determinados para as diferentes amostras,
sao normatizados. O CT determinado para uma amostra (para um determinado
gene) € subtraido do CT determinado para um gene house-keeping (neste caso o
RNU24 ou RNU48) na mesma amostra, originando o chamado ACT. Os valores de
ACT podem, para um mesmo gene, ser comparados de maneira diferente, obtendo-
se uma quantificacao relativa da expressao deste gene em diferentes amostras. A

cada ciclo, o numero de céopias em uma reagao de PCR duplica. Assim, o numero de
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ciclos que separa o ACT de uma amostra do ACT de outra amostra de referéncia
(AACT), reflete a diferenca existente entre as amostras. Esta diferenga, em termos
de nivel de expressao génica relativa, € obtida de forma aproximada, aplicando a
formula 224°T,

As condi¢des padrao de amplificacdo serdo 95°C por 10 minutos, seguidos
por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensao
simultanea). Todas as reacbes serdo realizadas em duplicata e analisadas no
aparelho 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Os dados serao
constantemente coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500 SDS “software

package”.

RQ Genes VEGF-A e SURVIVIN

As sequéncias de oligonucleotideos dos genes VEGF-A e SURVIVIN,
escolhidos para o estudo foram confeccionadas pela empresa Invitrogen (EUA).
Todas as sequéncias foram conferidas no Basic Local Alignment Search Tool —
BLAST (URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

A técnica de PCR em tempo real consiste em acompanhar o numero de
copias formado na reacdo de PCR, a cada ciclo. O nimero de coépias é proporcional
a fluorescéncia quantificada pelo aparelho oriunda do intercalamento (e aumento de
fluorescéncia) de moléculas fluorescentes nos produtos de PCR formados (método
SYBRGreen). Uma vez amplificado, um limite de fluorescéncia (na fase exponencial
da amplificagdo) denominado de CT (Cycle Threshold) é estipulado determinando o
ciclo em que cada amostra alcanga este limite de deteccao. Para a formagao do mix

que iria ser processado pelo PCR em tempo real, foram utilizados 3ul do cDNA da

amostra, 3u1 de primes e 6u1 do SYBRGreen, completando um volume final de 12u1.



Pacientes e Métodos | 45

Os valores de CT determinados para as diferentes amostras, sao
normatizados considerando-se as diferengcas causadas por quantidades distintas de
cDNA utilizadas nas reagdes. O CT determinado para uma amostra (para um
determinado gene) é subtraido do CT determinado para um gene house-keeping
(neste caso TBP e HPRT) na mesma amostra, originando o chamado ACT. Os
valores de ACT podem, para um mesmo gene, ser comparados de maneira
diferente, obtendo-se uma quantificacdo relativa da expressdo deste gene em
diferentes amostras. A cada ciclo, o numero de copias em uma reacdo de PCR
duplica. Assim, o numero de ciclos que separa o ACT de uma amostra do ACT de
uma outra amostra de referéncia (AACT), reflete a diferenca existente entre as
amostras. Essa diferenca, em termos de nivel de expressao génica relativa, é obtida
de forma aproximada, aplicando a formula 2722€T.

Realizamos a quantificacao relativa do genes VEGF-A e SURVIVIN, utilizando
o gene TBP e HPRT como normatizador. As reagdes de PCR em tempo real foram
realizadas em duplicata, utilizando o reagente SYBrGreen Mix (Applied Biosystems,
EUA). A amplificagcao foi realizada em um volume final de 12pl, utilizando 6pl do
reagente especifico SYBrGreen Master Mix, 3ul de cada primer especifico e 3 de
cDNA diluido. Um aparelho de detecgao de PCR em tempo real 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems) foi utilizado juntamente com o software Sequence
Detection System para a obtencdo dos valores de CT. Os dados foram entao
exportados para planilhas do software Excel para calculo dos valores de ACT. O

software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism, Inc, San Diego, CA, EUA), foi

utilizado para gerar os graficos e calcular a significancia estatistica.
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As condi¢des padrao de amplificagdo foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto
(anelamento e extensao, simultédneos).

As seqiéncias 5’ — 3’ dos primers forward (-f) e reverse (-r) utilizados em

conjunto com o Master Mix SYBrGreen, foram:

Tabela 3 - Sequiéncia dos primers utilizados.

' GENE primers forward (-f) reverse (-r)

| VEGF-A GCCAGCACATAGGAGAGAT TCGGCTTGTCACATTTTTCTTG

" SURVIVIN AGGACCACCGCATCTCTAC CAAGTCTGGCTCGTTCTCA

“TeP GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC TCTGGGTTTGATCATTCTGTAG
HPRT  TGAGGATTTGGAAAGGGTGT GAGCACACAGAGGGCTACAA

Curvas de Calibragcao = Primers

As curvas de calibragao foram elaboradas em triplicata, a partir de diluicées
seriadas de cDNA (cDNA puro e diluicdes 10", 102, 10° e 10™*) derivados de um
pool das amostras controle. As diluicdbes seriadas forneceram um grafico da
fluorescéncia total emitida versus ciclo da PCR. As curvas-padrao sao derivadas dos
graficos de amplificagcdo quando plotados em um novo grafico, que fornece uma
relacao linear entre o CT versus o logaritmo do nimero inicial de copias lidas, onde
€ possivel estimar matematicamente os valores do slope e de intercept.

Slope = - log (E+1), onde E = eficiéncia de amplificagéao

Intercept = log (Nt) ou (Nt = 10™e") onde Nt = nimero de moléculas

amplificadas ao “threshold”
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As curvas-padrao construidas para cada gene obtiveram uma eficiéncia
superior a 95%. Somente foram consideradas curvas-padrao satisfatérias para

referéncia aquelas com slope entre 3,1 e 3,9.

Curva de Dissociacao (Melting Curve)

A especificidade do SYBR™ Green é determinada através dos primers
utilizados e da analise da curva de dissociagdo. O controle realizado através da
curva de dissociacdo utiliza a caracteristica do SYBR™ Green de emitir
fluorescéncia apenas quando o DNA encontra-se em dupla-fita. Ao final de cada
amplificacdo normal com SYBR™ Green, foi adicionado um passo de
aproximadamente 20 minutos de duragdo, no qual a temperatura aumenta
gradualmente de 60 para 95°C. A medida que os produtos gerados por PCR
desnaturam com o aumento da temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR™. O
grafico resultante permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR presentes em
cada reacgao, devido a diferengas de temperatura de melting (Tm) entre produtos de
PCR determinadas pelo numero e composigao de bases nitrogenadas de cada um.
Desta forma, todos os produtos de PCR de um primer especifico devem apresentar
uma mesma temperatura de dissociagdo. A analise da curva de dissociagao podera
indicar erros devido a presenga de artefatos como formagao de “primer-dimer”
(dimeros de primers), “mispriming” (pareamento em regides ndo homaélogas) e cross-
dimers entre outros.

Apéds a amplificagdo da RQ-PCR, o aparelho foi programado para a realizagao
de uma curva de dissociagao. As amostras que apresentaram curvas de dissociagao
com temperatura diferentes e/ou mais de um ponto de dissociagcdo em uma mesma

amostra foram desconsideradas e repetidas.
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4.3. Analise Estatistica

A analise estatistica da expressado génica pelo método quantitativo de PCR
em tempo real da amostras de Glioblastomas, Oligodendrogliomas, Substancia
Branca e dos genes VEGF-A e SURVIVIN foram realizadas pelo método Kruskal-
Wallis test e Mann-Whitney test, usando GraphPad Prism version 4.00 for Windows,
(GraphPad Software, San Diego California USA). Foi considerado estatisticamente

significante valores de p < 0.05.
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5. RESULTADOS

As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a
quantificacdo da expressao génica, por PCR em tempo real, do gene envolvido no

mecanismo de angiogénese VEGF-A (Grafico 1).
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Grafico 1: Perfil de expressao do gene VEGF-A nos tumores cerebrais e tecido controle.
Representacdo da média dos valores (+ desvio padrao) da expressdo do gene VEGF-A
entre os grupos estudados. Houve diferenga significativa ( p = 0,006 , teste Kruskal-Wallis)
na expressdo do gene VEGF-A entre os grupos estudados. No pos-teste de Dunn’s os
glioblastoma em relacdo ao grupo controle apresentaram p < 0,0001 e os
oligodendrogliomas em relacado ao grupo controle apresentaram p < 0,05.
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As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a
quantificagao da expressao génica, por PCR em tempo real, do gene envolvido no

mecanismo de apoptose SURVIVIN (Grafico 2).
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Grafico 2: Perfil de expressao do gene SURVIVIN nos tumores cerebrais e tecido controle.
Representagdo da média dos valores (+ desvio padrdo) da expressdo do gene SURVIVIN
entre os grupos estudados. Houve diferenga significativa (p = 0,0008, teste Kruskal-Wallis)
na expressdo do gene SURVIVIN entre os grupos estudados. No pés-teste de Dunn’s os
glioblastoma em relagao ao grupo controle apresentaram p < 0,001 e os oligodendrogliomas
em relagao ao grupo controle apresentaram p < 0,05.
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As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a

quantificacao da expressao génica, por PCR em tempo real, do miR-21 (Grafico 3).
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Grafico 3: Perfil de expressdo do miR-21 nos tumores cerebrais e tecido controle.
Representagdo da média dos valores (+ desvio padrdo) da expressdao do miR-21 entre os
grupos estudados. Houve diferenga significativa (p = 0,0443 , teste Kruskal-Wallis) na
expressao do miR-21 entre os grupos estudados. No pés-teste de Dunn’s os glioblastoma
em relagdo ao grupo controle apresentaram p < 0,05.
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As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a

quantificagdo da expressao génica, por PCR em tempo real, do miR-221 (Grafico 4).
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Grafico 4: Perfil de expressdo do miR-221 nos tumores cerebrais e tecido controle.
Representacdo da média dos valores (+ desvio padrao) da expressdo do miR-221 entre os
grupos estudados. Nao houve diferenca significativa (p = 0,9487, teste Kruskal-Wallis) na
expressido do miR-21 entre os grupos estudados.
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As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a

quantificacdo da expressao génica, por PCR em tempo real, do miR-222 (Grafico 5).
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Grafico 5: Perfil de expressdo do miR-222 nos tumores cerebrais e tecido controle.
Representacdo da média dos valores (+ desvio padrao) da expressdo do miR-222 entre os
grupos estudados. Houve diferen¢a significativa (p = 0,0335 , teste Kruskal-Wallis) na
expressao do miR-222 entre os grupos estudados. No pés-teste de Dunn’s os glioblastoma
em relagao aos controles e oligodendrogliomas apresentaram p < 0,05.
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As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a
quantificacdo da expressao génica, por PCR em tempo real, dos miR-21, miR-221 e

miR-222 e comparadas aos paramentros clinicos (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo da média dos valores (+ desvio padrdo) da expressdo do gene VEGF-A
correlacionada aos parametros clinicos dos pacientes: género, ndo apresentou diferenga significativa
(p = 0,6889, teste Mann-Whitney) quando comparado os géneros nos glioblastomas. Nos
oligodendrogliomas também nao houve diferenga significativa (p = 0,8763, teste Mann-Whitney)
quando comparado os géneros. A expressdo do gene SURVIVIN néo apresentou diferenga

significativa quando comparado entre os géneros nos glioblastoma (p = 0,7250, teste Mann-Whitney)
e nos oligodendrogliomas (p = 0,5303, teste Mann-Whitney). Nos glioblastomas e oligodendrogliomas

apenas um paciente era da raga mulato e os demais eram brancos.
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As amostras de Glioblastoma e Oligodendroglioma foram examinadas para a
quantificacdo da expressao génica, por PCR em tempo real, dos genes VEGF-A e

SURVIVIN comparadas aos parametros clinicos (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo da média dos valores (x desvio padréo) da expressao dos microRNAs: miR-
21, miR-221 e miR correlacionada ao parametro clinico dos pacientes: género, ndo apresentou
diferenga significativa nos glioblastomas para o mirR-21 (p = 0,2913, teste Mann-Whitney), miR-221
(p = 0,2828, teste Mann-Whitney) e miR-222 (p = 0,1741, teste Mann-Whitney). Nos
oligodendrogliomas também n&o houve diferenga significativa quando comparado os géneros para o
miR-21 (p = 0,4762, teste Mann-Whitney), miR-221 (p = 0,4318, teste Mann-Whitney) e miR-222 (p =
0,7879, teste Mann-Whitney) . Nos glioblastomas todos pacientes eram brancos e oligodendrogliomas
apenas um paciente era da raga mulato sendo os demais eram brancos.
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6. DISCUSSAO

Dentre os tumores astrociticos, o Glioblastoma Multiforme (segundo a OMS -
grau IV) é o tipo mais comum de tumores cerebrais primarios em adultos. Estao
entre os mais letais e de menor sucesso no tratamento de tumores soélidos
(FURNARI et al, 2007). Apesar do esforco em desenvolver novas terapias, este
tumor apresenta altas taxas mortalidade, com meédia de sobrevida entre 12-15
meses (OHGAKI e KLEIHUES, 2007). Os oligodendrogliomas anaplasicos (grau Ill),
mais um tipo de tumor das células da glia, apresentam densidade celular elevada,
atipia nuclear, mitoses freqlientes, proliferagcdo celular e areas de necrose.
Representam cerca de 4% do total das neoplasias cerebrais e, em relatos mais
recentes, sua incidéncia € de 18 a 33% (EVREN-KELES et al. 2004). Portanto, sao
necessarios mais estudos para caracterizar os eventos moleculares envolvidos no
desenvolvimento e progressao destes tumores.

O processo da angiogénese é reconhecido como um dos eventos chave na
progressao dos tumores astrociticos. Um tumor em expansdo como qualquer outro
tecido, deve ser alimentado com oxigénio e nutrientes para manter sua atividade
vital. E sabido que, sem suprimento sanguineo as dimensdes de um tumor ndo
podem exceder 2-3 mm? devido a hipdxia, levando a morte das células tumorais. Um
evento critico na regulagdo da angiogénese €& a cascata de sinalizagdao que
envolvem o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). O VEGF-A é um fator
de sobrevivéncia de células endoteliais in vivo e in vitro (KARAMYSHEVA, 2008).

O desenvolvimento e a manutengao dos organismos multicelulares dependem
de uma interacao entre as células que o constituem (GRIVICICH et al., 2007). Varios

mecanismos participam deste processo, entre eles a apoptose. A apoptose é
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regulada por alguns membros indutores da apoptose e outros inibidores, tendo a
familia das /APs ( proteinas inibidoras de apoptose) um destaque entre eles. A
SURVIVIN é um membro da familia das proteinas inibidoras de apoptose. A
expressdao desta proteina esta correlacionada com o mau prognéstico e
comportamento agressivo do tumor. Além disso, a expressao da SURVIVIN tambéem
€ considerada um fator de risco para a resisténcia ao tratamento de quimioterapia e
radiacdo. As células de gliomas malignos humanos sdo exemplos de resisténcia
intrinseca a multiplos estimulos pré-apoptéticos (SASAKI, 2002).

Neste estudo, nés analisamos o perfil de expressdao dos genes VEGF-A e
SURVIVIN nos tumores cerebrais, glioblastoma e oligodendroglioma anaplasico. Foi
observado que houve um aumento da expressao do VEGF-A e da SURVIVIN, em
ambas as amostras tumorais quando comparadas com o grupo controle.

Chaudhry et al.(2001), em seu estudo observou a vascularizagao tumoral pela
expressao do VEGF. Foram utilizadas 41 amostras de tumores cerebrais primarios
de origem astrocitaria e oligodendroglial. Através da técnica de imunohistoquimica
para detectar a expressdo da proteina VEGF em diferentes tipos celulares, os
autores encontraram altos niveis de marcacdo nas amostras. Esses resultados
suportam que o VEGF desempenha um papel importante na angiogénese do
glioblastoma, astrocitoma anaplasico e oligodendroglioma. Em nossos resultados
nés observamos o aumento da expressdo do gene VEGF-A nos glioblastomas e
oligodendrogliomas anaplasicos quando comparado ao grupo controle.

Lucio-Eterovic et al.(2009), também utilizou um anticorpo monoclonal para
deteccao da expressao da proteina VEGF, afim de investigar os efeitos da terapia
antiangiogénica na invasdo tumoral e na hipdéxia mediante tratamento com anti-

VEGF em duas linhagens celulares de glioblastomas. Para isso, os autores
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utilizaram varias técnicas, sendo uma delas a técnica de PCR em tempo real. Os
mesmos observaram que as linhagens de glioblastoma resistiram ao tratamento
antiangiogénico reativando a angiogénese através de um aumento da expressao de
fatores pro-angiogéncios e da invasado de areas do cérebro normal, o que foi visto
em associagdo com o aumento da expressdo da matriz das proteinas
metaloproteinases MMP-2, MMP-9 e MMP-12. O aumento da expressao do gene
VEGF-A nas amostras de nosso estudo confirmam os achados da literatura e
evidenciam o potencial deste gene como terapia alvo para o tratamento de tumores
cerebrais. No que se refere aos parametros clinicos, género e raga nés nao
observamos correlagdo com os altos niveis de expressdo deste gene. Poucos
trabalhos visam esclarecer a relagado entre a expressdo do VEGF-A com dados
clinicos dos pacientes.

Varios estudos tém demonstrado o papel do apoptose nos tumores cerebrais,
dentre as varias proteinas estudadas tem se destacado a SURVIVIN. Em estudo
realizado por Kleinschmidt-DeMasters et al. (2003), os autores avaliaram a
expressao desta proteina em gliomas. Para isso, utilizaram, dentre outras, as
técnicas de imunohistoquimica e PCR em tempo real. O tumor Glioblastoma
Multiforme demonstrou niveis moderados da expressao do mRNA da SURVIVIN
quando comparados com neoplasias malignas epiteliais previamente testada pelos
autores. N6s observamos o aumento da expressao do gene SURVIVIN tanto nos
amostras de glioblastoma como nas amostras de oligodendroglioma anaplasico
(KLEINSCHMIDT-DEMASTERS et al., 2003). Os nossos resultados corroboram com
os dados da literatura onde o gene SURVIVIN se apresentou altamente expresso
nas amostras de glioblastomas e oligodendrogliomas anaplasicos quando

comparados com o grupo controle.
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Yamada et al.(2003), investigaram os niveis de transcricdo do mRNA da
SURVIVIN e suas variantes em nove tipos de células tumorais, incluindo os gliomas,
e em 25 amostras de tumor cerebral, através da técnica de PCR em tempo real.
Entre as linhagens de células tumorais testadas, as linhagens de GBM
apresentaram os maiores niveis de expressdao de SURVIVIN. Em todas as amostras
de tumores cerebrais estudadas, a SURVIVIN foi altamente expressa, especialmente
em gliomas. Futuros tratamentos envolvendo o silenciamento de genes anti-
apoptoéticos em tumores malignos tais como os glioblastomas e oligodendrogliomas
anaplasicos sao promissores, visto que comprovadamente existe uma diferenga nos
niveis de expressao entre as proteinas pré e anti-apoptéticas. O que vem sendo
observado é que existe um aumento na expressao de proteinas anti-apoptéticas
como observamos em nossas amostras. Identificar genes envolvidos com o
mecanismo de apoptose em tumores cerebrais malignos € muito relevante para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, visando terapia génica. Nos
nao observamos nenhuma correlagao entre a expressao do gene SURVIVIN com os
parametros clinicos aqui estudados (género e raga).

A alteragao da expressdo de microRNAs vem sendo relacionada a varios
tipos tumorais, podendo atuar como oncogenes ou genes supressores de tumor. Em
humanos, 50% dos genes de microRNAs estao localizados em sitios genémicos
associados ao cancer (CALIN et.al., 2004). Portanto, avaliar os niveis de expressao
dos microRNAs nos tumores cerebrais se faz necessario. Nos resultados
apresentados no presente estudo sobre a expressdo do miR-21 nos glioblastoma e
oligodendrogliomas anaplasicos observamos que houve aumento da expressao do

mesmo em glioblastomas quando comparados com o grupo controle.



Discussdo | 62

Chan et al. (2005), demonstraram que a alta expressdo do miR-21 € uma
caracteristica comum dos glioblastomas e que este pode funcionar como um fator
anti-apoptético em cultura de células do glioblastoma multiforme. Chen et al.(2008),
utilizaram analise de bioinformatica para identificar sitios-alvos do miR-21 em varios
genes e observaram que a inibicdo do miR-21 aumenta os niveis endégenos de
PDCD4, em linhagens celulares de glioblastomas e a superexpressdao do miR-21
inibe a apoptose PDCD4-dependente. Estes resultados sdo compatives com os
nossos resultados, sendo que em nossas amostras o miR-21 estava superexpresso.

Conti et al. (2009), utilizaram amostras de tumores astrociticos, graus II-IV em
seu estudo e, através das técnicas de PCR em tempo real e Northern Blotting,
observaram que 0s miR-21 e miR-221 estavam superexpressos nas amostras de
Glioblastoma Multiforme, quando comparadas com grupo controle. O miR-21 se
mostrou superexpresso em todas as amostras do tumor, enquanto os elevados
niveis do miR-221 foi encontrado somente em gliomas de alto grau. Ciafré et al.
(2005), examinaram, através da técnica de microarrays, os niveis de expressao
global de 245 miRNAs em glioblastomas multiforme. Segundo os autores, os
resultados mais interessantes vieram do mi-221, onde se apresentou fortemente
aumentado no glioblastoma. Nossos resultados corrobaram com a literatura quando
observamos o papel ndo apenas do miR-21, mas também do gene SURVIVIN onde
ambos estavam altamente expressos, 0 que consequentemente leva a uma
diminuicao significativa de morte por apoptose. No entanto, em nosso trabalho o
miR-221 nao apresentou diferenca quando comparados os tumores ao grupo
controle, apresentando niveis de expressdo semelhante para os dois tipos de

tumores (GBM e oligodendroglioma anaplasico).
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Os niveis de expressdo da p27?', um regulador basico do ciclo celular,
apresentam-se frequentemente hipoexpressos varios tipos de céncer. Gillies e

kPl se encontram

Lorimer (2007), demonstraram que os niveis da proteina p27
reprimidos por microRNAs nas células tumorais. Os autores usaram a técnica de
RNA de interferéncia para reduzir os niveis de expressdo dos microRNAs: miR-221 e
miR-222 em linhagens de células de glioblastomas humano e descobriram que isso
causou um aumento dos niveis p27**! e também uma diminuigdo na proliferagao
celular. Esses dados demonstram que p27**' & um alvo direto para os miR-221 e
miR-222. Em nosso estudo o miR-222 apresentou-se mais expresso nos
glioblastomas em relacdo ao grupo controle e aos oligodendrogliomas anaplasicos.
Estes resultados possibilitam formularmos a hipétese que o miR-222 é importante na
angiogénese dos glioblastomas, mas nao nos oligodendrogliomas anaplasicos. Ao
compararmos os niveis de expressdao dos microRNAs: miR-21, miR-221, miR-222
aos dados clinicos sobre o género dos pacientes, nenhuma correlacao foi
encontrada, sendo o mesmo observado para o parametro clinico raga, onde
nenhuma diferenca foi encontrada.

Sobre os microRNAs aqui estudados, ainda ndo ha muitos relatos na literatura
a respeito de sua correlagdo com os oligodendrogliomas anaplasicos. Somente &
sabido, a partir de um estudo realizado por Silber et al. (2009) que o miRNA-124
apresentou baixa expressao nesse tipo de tumor em relagao aos tecidos cerebrais
de controle. Sabendo das influéncias causadas pelos microRNAs, ainda é
necessario que continuem sendo feitas investigagbes sobre o assunto, afim de

elucidar o comportamento dos microRNAs nos tumores cerebrais.
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7. CONCLUSOES

A avaliacao do perfil de expressao dos microRNAs: miR-21, miR-221 e miR-
222 em Glioblastomas e Oligodendrogliomas e suas correlagdes com o mecanismo
de angiogénese, através do gene VEGF-A e da apoptose através da proteina
SURVIVIN quando comparado ao tecido ndo neoplasico, empregando a técnica de

PCR em tempo real, permitiu concluir que:

- Os pacientes com diagnoéstico de glioblastoma apresentam maior expressao

do miR-21 quando comparado com o grupo controle.

- Os pacientes com diagnéstico de glioblastoma apresentam maior expressao
do miR-222 em relagdo ao grupo controle e aos pacientes com diagnéstico de

oligodendroglioma anaplasico.

- A expressao do miR-221 nao foi diferente entre os grupos estudados.

- Os pacientes com diagnoéstico de glioblastoma e oligodendroglioma
anaplasico apresentaram maior expressao do gene VEGF-A em relagao ao grupo
controle. Estes resultados sugerem o envolvimento do mecanismo de angiogénese

pelo gene VEGF-A em glioblastomas e oligodendrogliomas anaplasicos.

- Os pacientes com diagnostico de glioblastoma e oligodendroglioma

anaplasico apresentaram maior expressao do gene SURVIVIN em relagéo ao grupo
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controle. Estes resultados sugerem o envolvimento do mecanismo de apoptose pelo

gene SURVIVIN em glioblastomas e oligodendroglioma anaplasico.

- Nao houve correlagao entre a expressao dos microRNAs: miR-21, miR-221
e miR-222 e os paramentros clinicos género e raga. O mesmo ocorreu para 0S
genes VEGF-A e SURVIVIN, onde nao houve correlagio entre a expressao destes e

0s paramentros clinicos estudados.
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AMNEMOSE

Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Terme de Comsentimento

Vocé esta sende admitidota) neste hospital para o tratamento de uma possivel neoplasia
cerebral Como parte de seu fratamento. vocd sera submendo 3 uma crurgia. Durante a
cirurgia so retirados fragmentos que sdo withzados em exames climco laboratonass,
necessarios para um diagnastico defimtivo. O restante do matenial torna-se sem
utilidade.

Para obter um maior cenhecimento clinico-cientifico das neoplasias. o corpo clinico
deste hospital (médicos e pesquisadores} desenvolvem pesquisas climco-cientifica
“Atraves dessa pesquisa € possivel conhecer melhor os mecamsmos da doenga e
portanto, oferecer novas possibilidades de diagnéstico ¢ tratamenio  Ainda mais, este
trabatho envolve a busca. em neoplasias, de novos genes ou de lesGes genéticas em
genes 1a existentes.

Durante a cirurgia. seu médico cirurgido ira remoser o fragmento de neoplasia que ndo
seria usado para diagnostico. O {ragmento serd congelado e postenormente utilizadu
para pesquisa cientifica A obtengiio deste fragmento ndo imphcara em riscos adicionais
na sua cirurgia e ndo imphicard em aumentie no tempo da operagio ou na extensdo da
cirurgia  Se houver consentimento. também sera colhida uma amostra de 15ml de
sangue para pesquisa. Este projeto de pesquisa fei aprovado pelo € omiié de Etica em
Pesquisa do HCFMRP-LISP de acerdo cem o precesso HCRP N° 7645094

Este fragmento de tecido serd identificado no laboralonie por codigo formado por
aumeros e letras e, portanto sua privacidade e identidade serdo preservadas. A esentual
mclusho dos resultados em pubhcagdo cienffica sera feita de modo a manter o
anommato do paciente.

Concordando com a retirada e uso deste fragmento de sua neoplasia. do modo descriu
& necessario esclarecer que vocé ndo terd guaisquer beneficios ou direitos financeiros
sobre eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vecé ndo concordar em doar ©
{ragmento da pega arirgica para pesquisa. sua decisdie ndo influenciara. de nenhum
mode. o seu tratamento.

Vocé recebera uma copia deste documemnto e o original serd arquivade em seu
prontuaro

Caso vocé tenha questdes a fazer sobre este acordo ou alguma dinida que ndo tenha
sido esclarecida pelo seu médico. por gentilesa. entre em contato com a Conussdo de
Etica do HCFMRP-USP

Assinatura dola} pactente ou Represeniante tzgal

Nome dola) paciente:

RG-HC do Prontuano Médico:
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FORMULARIO OF CADASTRO OOS PADIERTES

swDados de identificagdo

W - NP de identificagao i i

27 Nome o Paciente: | ] ~ 1
233- Numero do pronfugno :

no hospital:

24~ Hospital, T ]
5- Paciente: T internado I~ Ambulatorial

©5- Diagndstico principal [~ controle [~ Cancer

7~ CID-10(cédigo):
[ (I 89 8- CID-10(Descri¢ao da doenga) § 3
Q9 - Entrevistador: [ ]
.Informagdes Gerais
519~ Data dar----------------1i ) .
Entrevista. dimmfasss
2311~ Inicio ————-—-—l
da &ntrevisia:[ hth o
212 e . -
:e S«acn;lutea T sim ["Nao Q13- Dafafi:dd/mm "3ana
Q14 -8exo: [ Feminino | Masculino
Meunome é ........cceeeervenee Deinisio eu quero agradecer o{a) senhor(a) por patticipar nesse estudo. Més estamos

conduzindo um estudo com a finalidade de esciarecer se determinadas caracteristicas e habitos de homens e
mutheres podem ter relagdo com algumas doencgas. Eu farei vdrias perguntas cujas respostas serdo registradas
neste caderno. Devo dizer que tudo que o(a) senhor{a) responder na entrevista  seré estiitamente confidencial e
as informacgdes colhidas das inGmeras pesseas que ir§o participar do estudo serdo usadas apenas e relatos
cientificos. sem nenhuma idantificagio pessoal

Os possliveis beneficios desse estudo dependem de qua as respostas sejam as nais reais (verdadeiras, sinceras;
possivers, Por favor pergunte sk ndo enlender o significads de alguma quest3o. A qualguer momento o{a) senhor
pode se recusar a confnuar ou a sesponder perguntas especificas, Aiém do questiondrio o estudo inclui 3 coleta ¢
yma amostra de sangue.

Sa houver necessidade de entrar em contato com o(a) senhor{a), poderia fornecer seu endereco e telefone?

cq‘ S - - —
Endersco: L - il
Q16 - Bairro: | 1

Cidade:

020-Cep: [ | osooc-000
Taetne. | H J«oDD;- 0008-0000

Podemos comegar? Q(A) Sr(a) poderia assinar essa folha de consentimento?
Q22 -Data de T triiorminn

Nasdmento: | ldd,m..x’aa.,a

323 -Quaj é
file: /AN %20Cnical%20Genomics htm 03/08/06

217 - | l Q18 - UF da ddade:[: {319 -descrigho da cidade:
ruu-———--.—- —I
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4 sua dade? ; !
Qual a sua profiss30? (aguela que o(a) st(a) exerceu por mais tempo): 224 E::] 225-Descrigdo’
L HCB0;

218 -Por quanto t8mpo ofa) sr(a) exsrceu esta proﬁsséo?’ ,anos

Pergunte so entrevistado como elefela se classifica racialmente. Psrgunte sobre a raga/origem dos avés.
O entrevistador decide sobre a classificacdo racial.

TZ7-Raga’ " Branco I Mulato I Negro [~ Onental [ indio Q28-{outraragal [ Outra:
| i

Q22 - OfA) Sr.(a) ja fez algum tratamento para a doenga atual? (A doenga que 0(@) trouxe ao hospital agora?)
Tsim [ Nao

Q30 - Se “Sim”, entdo qual tratamenio? | i

Q31 -Qual a cidade onde ofa) St.(ay mora? [ ]Q32-UF dacidade] | Q33 -descricdo da

cidade _ {

O24-Ha quanto tempo o(a) Sr.(a) mora nessa cidade?(anos){:ISe menos de 1 ans codifique ceme 00
Se o{a) Sr.(a) esta morando ha menos de 1 ano nessa cidade, onde ofa) Sr.{a) morava antes?

@354 la3s-UFdacdadef ] Q37 -descrigo da cidader]

Em guse cidade/estado/pals ofa) sr.(a) nasceu?

128 (nacionalicade) - I Brasileiro [~ Estrangeiro  G:3%(ende nasceu) {_! Q4G - UF da cidade:

| lQa? -descrigdo da cidade:| !
tT—M.‘q

L42{onde nasceu) - Pals :

Q43 - O(A) sr.({a) estudou emescola? [~ Sim I Nao
Q44 - Selecione a opgdo mais elevada quanto ao grau de instrugdo: [~ Alfabetizado [ Primaric Completo

[~ Primadrio Incompleto [~ Secundario Completo [~ Secundario Incompleto {~ Técnico [ Universitario

sLHistério de Cancer no Entrevistado e na Familia
Quantos irmaos o(a) Sr(a) teve? : Q45

Quantos irmas o{a) Sr(a) teve? : Q48 E

Quantos filhos o(a) $r{a) teve? : Q47 -
Quantos filhas o{a} Sr{a) teve? : G485 -
OBS: Segue as opglies de preenchimento : Coloque os niimeros e letras em vermelho correspondentes
aos campos nos quadros em branco da tabela anexada abaixo :

Tipo de famifiar : Préprio(a) Paciente : 01 Mé&e: 02 Pai: 03 inmao: 04 irmd: 05 Filho: 38 Filha:@ 07

Vivo/idorto :  Vivo: V' Morto: M
Tumor: Sim: S Nao:N GN: 1

Tabagismo : Sim: S NaorN IGN:

ct | c2 | @z C4 cs ce | ¢7
! Idade atual Tigo de
o | T paade ’ ° It
T1 e ViveMorio|  ouda Tumor wmor ldace Tabagsta

familiar diagnostico |

| merte CiD-10 _
| CHJCg 1 O3 3| .3 &

file /A N 8620Cincal3620Genomics htm 03/N8/06
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o0 o | o O e ) O e Y O s I I e [
slJg O3l a3 .3
(e (O [ B3 1 3 | &
eI JC ] JCOfCIj Ea | T j 3
Il I T3 QI {31 C (& 2]
o eI 1 JC 13 JL L T =1 (g ]
s | C L] |Cd|lca| C [ C3]C3
e | JICg O/l C3 | 3
ve | (IO | O 3| 3 | T
wi | CJCy |3l 3 13 (0]
w | CalCg [ CglCa] C3 | 3 | 1
e | C I | 3| .3 ] 3
| CJCd | CJ| a3 | 3 |
w  CJIC] a3 C33 | 3 | 3
wel_ JIC 1 3l 1 C 311 C 110 1]
w | I O, C | .3 | 3
e C i J S JFC JIE J T I L
e (g0 OOl Ca | 3 | C&J
o [ CIIC D TCEalC 3] J 1 C3 {23
tn [Ti_tactfri_tnc2 |T1_Lnca [T1_tnca| Ti_tncs | T1_LnCB | T1_inc7

OBS: No banco de dados esta {abela acima estd codificada da seguinte forma: Tx_LyCz, onde *x", ‘y" e *z°
representam, respeciivamente, “x”

o niimero da tabela, "y" o ntimeto das novas informagdes incluidas e “2" o niimero do campo de
informag@es (tipo de familiar vivoimorto,idade atual ou da marte,tipo do tumor,idade no diagnéstico ou
tabagista). Desta forma, o Ly € a localizago de uima nova linha e o Cz é a localizagdo da coluna na tabeila.
Ex: T1_L3C2 - Tabela? apresentando informacdes da linha 3 (y=3) da tabela de histéria familiar, e da 2°
coluna {C2}, que representa o camnps cotn informagdes de Vivo/Morto,

.Histéria de Tabagismo

;?:g‘;?O(A) Sr.(a) fuma ou ja fumou em média 1 cigarro, charuto ou cachimbo, dianiamente, pelo menaos por

7 Sim, ainda fuma | Nunca fumou I Somente no passado
{se parou de fumar h&a menos de 12 meses assinalar{sim, ainda fuma)

Gostariamos que ofa) sr.{a) descrevesse os periodos de sua vida em que fumou cigarro, charuio ou

cachimbo, as quantidades que fumou e outros detathes. Por favor, tente lembrar as mudancas mais

impordantes quanto & quantidade e tipe de cigarro. ignore as mudangas que ocorreram por pericdos curtos

{menos da 1 ano).

E’ota para o enwevistador: Evite a superposicio de anos para consumo do mesmo tipo de cigarrn, por
xemplo: utilize 30-40, 41-45 ao invés de 30-40, 4045,

08S: Segue as opgdes de preenchimento : Coloque os nimeros em vermelho correspondentes aos

campos nos qguadros em branco da tabela anexada abaixo : Tipo de Tabaco * Cigarro . U Charuio :
¢2 Cachimbo : 03 Cigarro de palha: 04

file://A\ %20Clinical%20Genomics .htm 03/08/06
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Que tiwo se tamaco ofa) sr.(a) fuma ou j& fumou?

| ci | ¢z <3 ca |
|' b Tipe de idade de idede gue N noy
- | Tabace {iatiete] P3; 00 13
L1 |

et

]|
1]
1

I
L4
e o e
B T2 1:aCA T2 LnC2 | T2 LnC2 [T2 LnCd

Pagina 4

OBS: No banco de dados esta tabela acima esta codificada da seguinte forma Tx_LyCz, onde “x", "y" e “2"
representam,

2w

respectivamente, “X” o nimero da tabela, “y" o nimero das navas informagdes incluidas e
campo de informagdes (tipo de tabaco,idade d& inicio, idade que parou, n® por dia). Desta forma, oLy éa
tocalizagdo de uma nova linha e o Cz € a localizagdo da coluna na tabela. Ex: T2_L3C2 - Tabela2

apresentando informagdes da linha 3 {y=3) da tabela de #abaco, e da 2" coiuna (C2), que representa o
campe com informacdes de idade de infcio.

:.Habitos de Bebida
Q50 - O(A) Sr{a) ja tomou (ingeriu) bebidas alcosdlicas pelo menos 1 vez por més?

I~ sim, ainda bebs

™ Nunca -

I~ 86 no

passado

{se parou nos iitimos 12 meses, a resposta & {sim ainda bebe)
G51 - Quande ofa) Sr(a) costuma beber(ou bebia)?

" Nas refeigbes

i Entte as

refeices

[~ Ags finais desemana | Ambos

z" o numero do

Descreva os periodos de sua vida durante os qQuais o{a) tomou bebidas aicodlicas. Por fayor. tenie resumir
as mudangas rnais importantes em sua vida em relagiod quantidade e tipo de bebida. ignore quaisquer
mudangas ocorridas durante curtos periodos de tempo{menos de 1 ano). ou bebidas consumidas

ocasionaiments,

b‘\SOTA PARA O ENTREVISTADOR: Evite a superposi¢iio de anos de constimno de uma mesma bebida, por
Iexemplo: utilize 30-40.41-45a0 invés de 30-40,40-45. perguntar separadamenie para cada bebida.
[OBS‘ Destilados: ufsque, conhaque, cachaga e vodca.

LDBS: Segue as opgdes de preenchimento : Cologue 0s niimeros em vermelho correspondentes aos
campos nos guadros em branco da tabela anexada abaixo :
Bebida : Vinho : 01 Cetveja 102 Destilados : 03
Unidade  Copo pegueno -30mk 31 Copo médio ~100mi: $2 Copo grande -250mi: 02 1/2 garrafa pequena

oulata - 330mi: D4

Garrafa 700-750ml . 05 Garrafa - 1L : 08

RPpor: Dia: 01 Semana ;02 Més: 03
C1 o2 T3 C4 5 L)
: idade o —
idade de . Unidada
T3 Inicio pc;‘::u Unidade |~ o comidas| £ 0"
L1 L..J | -

L2

L3

L4
L5

il
il
1
:

L
I

file://A\ %%20C in1cal®20Genomics him
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HOSPITAL DAS CUINICAS DA FACULDALE DE MeEDICINA W “if BNy

www.hcrp.usp.br

COPIA

Ribeirao Preto, 14 de dezembro de 2009

USP - RIBEIRAO
BUGESTS - G  gragus

Oficio n° 4209/2009
CEP/MGV

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “PERFIL DE EXPRESSAO DOS
miRNAs:mir-221, mir- 222 e mir-21 E SUA CORRELAGAO COM O
MECANISMO DA ANGIOGENESE PELO FATOR DE CRESCIMENTO
VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF) GLIOBLASTOMAS” foi analisado
pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 300 Reunido Ordinaria
realizada em 07/12/2009 e enquadrado na categoria: APROVADO, bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o
Processo HCRP n° 9274 /2009.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia
Internacional de Harmoniza¢ao de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem
como a Resolugao n° 196/ 96 CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o
Relatdrio Parcial e o Relatéric Final da pesguisa.

Atenciosamente.

oA DAN L Ao

‘fychm GUIMARAES VILLANOVA
Vité-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimos Senhores

PROF. DR. CARLOS GILBERTO CARLOTTI JUNIOR
LUDMILLA COSTA VELOSO DE AGUIAR (Aluna)
Depto. de Cirurgia e Anatomia

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP - Campus Universitario
FWA - 00002733; IRB ~ 0000 2186 e Registro SISNEP/CONEP n° 4
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@hcrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirao Preto  SP
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