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Resumo

Mota JIS. Avaliacdo da biologia telomérica na tumorigénese dos craniofaringiomas.
2022. 131 f. Tese (Doutorado)- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade

de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introducgdo: Craniofaringioma adamantinomatoso (aCF) tem como principal alteragéo
molecular a presenca de mutacdo no gene CTNNBL1 e ativacdo da via Wnt. Reducdo do
comprimento dos teldomeros e/ou aumento da atividade da telomerase tém sido envolvidos
no desenvolvimento e progressao de neoplasias. Objetivo: Avaliar como o comprimento
dos teldmeros se comporta no craniofaringioma adamantinomatoso (aCP) e se contribui
para a patogénese de aCPs com e sem mutacfes no gene CTNNBL e seu potencial
significado clinico e prognostico. Métodos: Estudo retrospectivo transversal envolvendo
42 pacientes com aCF de dois centros terciarios. Dados clinico-patoldgicos foram
coletados dos prontuérios. Amostras dos tumores frescas congeladas foram utilizadas
para analise de DNA e RNA. Comprimento telomérico foi avaliado por qPCR (razdo
T/S), mutacGes somaticas no gene CTNNB1 e na regido promotora do TERT (TERTp)
foram avaliadas por Sanger e/ou sequenciamento de nova geracdo. Resultados: Mutac6es
no CTNNB1 foram detectadas em 29 (69%) dos tumores. Houve maior frequéncia de
mutacdes CTNNB1 em aCFs de pacientes diagnosticados com idade menor de 15 anos
(85% vs 15%; p=0,04) e maior tendéncia a doenca recorrente (76% vs 24%; p=0,1). Ndo
foi detectada mutacdo na regido do promotor do gene TERT (TERTp). O comprimento
telomérico foi menor em aCFs com mutacdo no CTNNB1 (0,441, IQR:0.297-0.597 vs
0.607, 1QR:0.445-0,778; p=0,04), mas essa diminuicdo ndo foi associada as
caracteristicas clinico-patolégicas nem com recorréncia dos tumores. Conclusdo: Em
aCF as mutacGes CTNNBL1 sdo mais frequentes em criancas e adolescentes e parecem
associar-se a doenca progressiva. Os aCFs com mutacdo CTNNB1 tém telémeros mais
curtos. Esta é a forte evidéncia para uma relacdo entre a via Wnt/R-catenina e a biologia
do telébmero na patogénese dos aCFs

Palavras-chave: craniofaringioma, tumorigénese, 3-catenina, telémeros.
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Mota JIS. Evaluation of telomeric biology in the tumorigenesis of craniopharyngiomas.
2022. 131 p Tesis (PhD) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o

Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

ABSTRACT

Introduction: Adamantinomatous craniopharyngioma (aCF) has the presence of
CTNNB1 mutation and the activation of the Wnt pathway as its main molecular
alterations. Reduced telomere length and/or increased telomerase activity have been
involved in the development and progression of neoplasms. Objectives: To evaluate how
telomeres length behaves in aCPs and if it contributes to the pathogenesis of aCPs with
and without CTNNB1 mutations. Design: Retrospective cross-sectional study enrolling
42 aCP patients from two tertiary institutions. Methods: Clinicopathological features
were retrieved from patient's charts. Fresh frozen tumors were used for RNA and DNA
analyses. Telomere length was evaluated by gPCR (T/S ratio). Somatic mutations in
TERT promoter (TERTp) and CTNNB1 were detected by Sanger and/or whole-exome
sequencing. Results: Mutations in CTNNB1 were detected in 29 (69%) tumors. There
was higher frequency of CTNNB1 mutations in aCPs from patients diagnosed under the
age of 15 years (85% vs 15%; p=0.04) and a trend to recurrent disease (76% vs 24%);
p=0.1). No mutation was detected in the TERTp region. The telomeres were shorter in
CTNNB1-mutated aCPs (0.441, IQR:0.297-0.597 vs 0.607, IQR:0.445-0.778; p=0.04) but
it was neither associated with clinicopathological features nor with recurrence.
Conclusions: CTNNB1 mutations are more frequent in children and adolescents and
appear to associate with progressive disease. CTNNB1-mutated aCPs have shorter
telomeres, demonstrating a relationship between the Wnt/p-catenin pathway and telomere
biology in the pathogenesis of aCPs.

Keywords: craniopharyngioma, tumorigenesis, beta-catenin, telomeres.
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3’-UTR

36B4

5’-UTR

ACTH

AIP

aCF
AKT:

ALT:

Ala

APC

armadillo

BCL1:

-catenina

bp

regido 3’ nao traduzida

gene humano codificador da fosfoproteina ribossomal &cida PO,
também conhecido como PRLPO

regido 5’ ndo traduzida
base nitrogenada adenina
hormonio adrenocorticotrofico

gene humano codificador da proteina de interacdo com o receptor do
aril-hidrocarbono (aryl hydrocarbon receptor interacting protein)
Craniofaringioma adamantinomatoso

proteina cinase B codificada pelo gene AKT (v-akt murine thymoma
viral oncogene homolog 1)

mecanismo alternativo de elongamento telomérico (alternative

lenghtening mechanism)
base nitrogenada alanina

Adenomatosis polyposis coli complexo formado por axina,
adenomatosis polyposis coli (APC), proteina fosfatase 2A (PP2A), a
caseina quinase la (CKla) e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3),
que a fosforila, tornando-a alvo para ubiquitinacdo e subsequente

degradacéo pela acdo de proteassoma.

A beta catenina foi descoberta nos anos 90, como uma proteina

homologa a proteina de Drosophila,

gene humano codificador da ciclina D1, também conhecido como
CCND1

R-catenina, proteina codificada pelo gene CTNNBL1. possui papel em
diversas vias de sinalizagdo celular. Essencial na biologia do

desenvolvimento e como proteina de aderéncia celular.
pares de bases (base pairs)

base nitrogenada citosina


https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteassoma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Drosophila
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sinaliza%C3%A7%C3%A3o_celular
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CAMP: monofosfato de adenosina ciclico
cDNA: DNA complementar

C-erbB-2:  gene humano codificador de receptor de fator de crescimento
epidermal do tipo tirosina cinase, v-erb-b2 avian erythroblastic

leukemia viral oncogene homolog 2, também conhecido como

ERBB2, HER-2
CF Craniofaringioma
CK1 Adenomatosis polyposis coli complexo formado por axina,
CKla) adenomatosis polyposis coli (APC), proteina fosfatase 2A (PP2A), a

caseina quinase la (e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3), que a
fosforila, tornando-a alvo para ubiquitinacéo e subsequente

degradacdo pela acdo de proteassoma.

CNC: Complexo de Carney

CRH: hormaonio liberador de corticotrofina

Ct: ciclo de amplificacdo no qual a amostra atinge o limiar de deteccao
(cycle threshold)

CT Tomografia computadorizada

CTNNB1 gene codificador da proteina [3-catenina

DDAVP: Desmopressina

DMSO: dimetil sulfoxido

Dkcl: gene murino codificador da proteina discernia
DKC1: gene humano codificador da proteina discernia
DKC1: proteina discernia

DNA: acido desoxirribonucleico

DNase: Desoxirribonuclease

dNTP: desoxirribonucleotideo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteassoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Deoxyribonucleotide
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Dsh/ DVL

E-CAD

E2F:

FGF4:

FIPA:

FMRP

FOS:

FOXO:

FSH:

Fz/LRP5/6

GH:

GNAS:

Proteina Dishevelled. Dishevelled (Dsh) é uma familia de proteinas
envolvidas em vias candnicas e ndo canonicas de sinalizacdo Wnt. Tem
esse nome desde sua descoberta inicial em moscas, onde uma
mutacdo no gene dishevelled (desgrenhado) foi observada para
causar orientacdo inadequada dos pelos do corpo e das asas.. papéis
importantes tanto no embrido quanto no adulto, que vao desde a
diferenciacdo celular e a polaridade celular até o comportamento

social. DVL atua downstream do receptor Frizzled.
E-caderina
familia de fatores de transcri¢do E2F

gene humano do fator de crescimento de fibroblastos 4 (fibroblast

growth factor 4)

Adenomas Hipofisarios Familiares Isolados (Familial Isolated

Pituitary Adenomas)
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

gene humano homologo ao gene de osteossarcoma murino viral (FBJ

murine osteosarcoma viral oncogene homolog)
fatores de transcri¢do forkhead box group O
hormonio foliculo estimulante

familia dos receptores ligados a proteina G que serve como

receptores da via Wnt e outras vias de sinalizacéo.
base nitrogenada guanina
horménio do crescimento (growth hormone)

gene humano codificador da subunidade alfa da proteina G

estimulatoria


https://en.wikipedia.org/wiki/Wnt_signalling_pathway
https://en.wikipedia.org/wiki/Cellular_differentiation
https://en.wikipedia.org/wiki/Cellular_differentiation
https://en.wikipedia.org/wiki/G_protein-coupled_receptor
https://en.wikipedia.org/wiki/G_protein-coupled_receptor
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GSK3 Adenomatosis polyposis coli complexo formado por axina,
adenomatosis polyposis coli (APC), proteina fosfatase 2A (PP2A), a
caseina quinase la (CK1a) e a glicogénio sintase quinase 3, que a
fosforila, tornando-a alvo para ubiquitinacéo e subsequente

degradacéo pela acdo de proteassoma.
HCRP Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto
HDAC?2: histona deacetilase 2

HDAC:Ss: histona deacetilases

Hela: linhagem celular imortalizada humana derivada de carcinoma de colo
de utero

His: aminodcido histidina

IGF1 fator insulina-simile tipo 1 (insulin-like growth factor 1)

IHQ: Imunohistoquimica

IMC Indice de massa corpérea

INK: familia de inibidores de cinases dependentes de ciclina

LH: hormonio luteinizante

LRP5/6 LRP5 atua como co-receptor com LRP6 and para traduzir sinais da

via Wnt pela via canénica

miR microRNA
MLL: gene humano codificador da histona metiltransferase
MLL histona metiltransferase associada a Leucemia Miel6ide/Linféide ou

Linhagem Mista (Myeloid/Lymphoid or Mixed Lineage Leukemia)

mRNA RNA mensageiro

mTOR serina/treonina cinase alvo de rapamicina (mechanistic target of
rapamycin)

MYC: proteina humana codificada pelo gene homologo ao oncogene viral

aviario (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog)


https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteassoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Insulin-like_growth_factor_1
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NAP57

OMS

P53:
pCF
PCR:

PI3K:

PIT1:

PIT1:
PRL:
Pro:

PP2A

Pttg:

PTTG:

PTX1:
gPCR:
Qol
RB:
RB1:

RIE:

proteina de 57 KDa associada a proteina nucleolar homdloga a

Nopp140 murina, também conhecida como discerina.
Organizacdo Mundial de Saude

gene codificador da proteina supressora tumoral P53
Craniofaringioma papilifero

reacao em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)
fosfatidil inositol-4,5-bifosfato 3-cinase

gene humano codificador do fator de transcricdo POU1F1 — POU
class1l homeobox1

fator de transcricdo POU1F1 — POU class1 homeobox1
Prolactina
aminoéacido prolina

Adenomatosis polyposis coli complexo formado por axina,
adenomatosis polyposis coli (APC), proteina fosfatase 2A (), a
caseina quinase lo (CK1a) e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3),
que a fosforila, tornando-a alvo para ubiquitinacdo e subsequente

degradacdo pela acdo de proteassoma.

gene transformador de tumor hipofisario (pituitary transforming-

tumor gene), referente a murinos e ao homdlogo em peixe-zebra

gene humano transformador de tumor hipofisario (pituitary

transforming-tumor gene)

fator de transcricdo pituitary homeobox 1
PCR quantitativa

Qualidade de vida

proteina supressora tumoral do retinoblastoma
gene humano do retinoblastoma

Radioimunoensaio


https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteassoma
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RNA: acido ribonucleico

RT-PCR: PCR real-time

SNC Sistema nervoso central

SNG Sequenciamento de Nova Geracgéo

SNP: polimorfismo de base Unica (single nucleotide polymorphism)
T: base nitrogenada timina

TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido

TCF/LEF  sdo proteinas multifuncionais que interagem com o DNA e em um

estado liga-desliga, promove a transcri¢do de genes regulados por

Whnts.
TERC: gene humano codificador do RNA componente da telomerase
TERC: RNA componente da telomerase
TERT: gene humano codificador da transcriptase reversa da telomerase

TERTp: regido promotora do gene TERT

TERT: transcriptase reversa da telomerase
TOTG: teste oral de tolerancia a sobrecarga de glicose
TRAP: protocolo de amplificacdo da repeticdo telomérica (Telomere

Repetition Amplification Protocol assay)

tRNA: RNA transportador

TSH: hormonio tireotrofico

u: base nitrogenada uracila

whnt: via de sinalizacéo envolvida no desenvolvimento e proliferacdo

conservada evolutivamente, o termo “Wnt” deriva da jun¢do dos
nomes dos genes homélogos wg (wingless) de Drosophila e do Int-1
(Mouse Mammary Tumor Virus in virally-induced breast tumors) de

camundongo
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°C: graus Celsius

cm: centimetros

dl: decilitro

G: aminodcido glicina
h: hora

I: aminodcido isoleucina
K: aminoacido lisina
KDa: kilodalton

I: litro

L: aminoé&cido leucina
mg: miligrama

min: minuto

ml: mililitro

mM: milimolar

mmol: milimol

ng: nanograma

nm: nanometro

nM: nanomolar

P: aminoécido prolina

p: valor p

pb: pares de base

pg: picograma

Q: aminoécido glutamina
R: aminoacido arginina
rpm: rotagdes por minuto
S: aminoécido serina

T: aminooéacido treonina
U: unidades

V: aminoécido valina
VS: Versus

W: aminoacido triptofano
X: codon de parada

a: alfa

B: beta
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A: delta

Mg: micrograma
ul: microlitro
pMm: micrometro

p: coeficiente de correlacdo de spearman (rho)
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1.1-Craniofaringiomas: epidemiologia, clinica e tratamento

A primeira descricdo relatada de um Craniofaringioma foi pelo patologista
alemao, Friedrich Albert von Zenker em 1857. Em seus estudos de autopsia descreveu
uma massa cistica supra-selar contendo cristais de colesterol e epitélio escamoso (BUNIN
etal., 1998; CROTTY et al., 1995). Relatos antes de 1950 apresentavam, com o tratamento
cirdrgico, taxas de mortalidade em pacientes com craniofaringioma entre 22% e 41%.
Devido ao aperfeicoamento das técnicas cirurgicas e melhor caracterizacdo diagnostica
do hipopituitarismo, como diabetes insipido, hipocortisolismo e hipotireoidismo, a
mortalidade e morbidade cirdrgica diminuiram drasticamente ao longo das décadas.

Craniofaringiomas (CF) ocorrem com incidéncia de 0,13 por 100.000 pessoas-
ano, sem diferencas de género. A idade de diagnodstico mostra uma distribui¢do bimodal
com picos de 5-14 e 65-74 anos (BUNIN et al., 1998). A forma adamantinomatosa (aCF)
ocorre predominantemente na infancia, enquanto a forma papilar (pCF) é vista quase que
exclusivamente em adultos. A ocorréncia de aCF é muito mais comum do que a de pCF
(relacdo 9:1) (KARAVITAKI et al., 2006).

A patogénese do CF ainda ndo foi completamente esclarecida, mas duas teorias
tém sido propostas. A teoria embriogénica defende que os CFs se desenvolvem a partir
da transformacdo neoplésica de remanescentes embrionarios do ducto craniofaringeo e
bolsa de Rathke. A teoria metaplésica postula que o epitélio escamoso que forma parte da
hipofise anterior ou haste da hipdfise sofre transformagdo metaplasica para formar os
CFs. Evidéncias recentes suportam uma teoria dual, ou seja, que o aCF é formado através
do mecanismo embriogénico enquanto o pCF segue a rota metaplasica.(KARAVITAKI;
WASS, 2009; PRABHU; BROWN, 2005).

A 5° edigdo da classificacdo da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) de 2021
atualizou a nomenclatura e classificagédo dos tumores do sistema nervoso central (SNC).
Em edi¢cOes passadas, o craniofaringioma adamantinomatoso e o craniofaringioma
papilar eram considerados subtipos (variantes) de craniofaringioma, enquanto agora
sdo classificados como tipos de tumores distintos, dadas suas diferentes apresentacoes
clinicas, caracteristicas radioldgicas, achados histopatoldgicos, alteracdes genéticas e

perfis de metilagdo (LOUIS et al., 2021).
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O desenvolvimento da hip6fise requer a interacdo entre ectoderma neural oral para
formar um drgdo composto com estruturas anatomicamente e funcionalmente distintos.
A neurohipofise forma-se a partir de uma extensdo para baixo do diencéfalo ventral,
enguanto a adenohipofise e lobo intermédio sdo derivados do ectoderma oral. Durante a
semana 4 do desenvolvimento fetal, um espessamento das células do ectoderma oral
forma uma placa hipofiséria, que d& origem a bolsa de Rathke, uma invaginacao
ascendente que se estende em direcdo ao I6bulo posterior nascente. A parede anterior da
bolsa de Rathke prolifera rapidamente para formar o lobo anterior, enquanto a parede
posterior prolifera mais lentamente para formar o lobo intermediario (ALATZOGLOU;
GREGORY; DATTANI, 2020; LARKIN; ANSORGE, 2013; SCULLY; ROSENFELD,
2002).

aCF compartilha caracteristicas morfoldgicas e genéticas com ameloblastoma ou
cisto odontogénico de mandibula, queratinizado e calcificado, sugerindo origem comum
(SEKINE et al., 2004), enquanto o pCF assemelha-se ao cisto da bolsa de Rathke com
metaplasia escamosa (KARAVITAKI; LARKIN, 2017). aCF se apresenta
macroscopicamente como massas firmes e cisticas da regido supra-selar, muitas vezes
calcificadas. S&@o invasivos e aderem aos vasos sanguineos e nervos cranianos. O
conteldo cistico varia de detritos necroticos ou inflamatérios a fluidos escuros, rico em
colesterol. Microscopicamente, caracterizam-se por trabéculas de epitélio escamoso com
uma camada periférica “em paligada”. Arranjos de “células fantasma" sé&o
patognomonicas.

pCF, por sua vez, raramente apresenta calcificacbes, € comumente soélido,
circunscrito e menos invasivo nas estruturas vizinhas. Quando a parte cistica esta
presente, o conteudo € claro sem cristais de colesterol. Microscopicamente, apresenta-se
com filas continuas de epitélio escamoso associadas com estroma fibrovasculares. As
fissuras no epitélio formam a aparéncia papilar (pseudo); no entanto, “células fantasma”
estdo ausentes. Focos de formacédo ciliar e “células em calice” podem estar presentes;
caracteristicas associadas com o cisto da bolsa de Rathke (KARAVITAKI et al., 2006).

O diagnéstico do craniofaringioma na infancia € geralmente tardio. No quadro
clinico, predominam manifestacdes inespecificas de hipertensdo intracraniana (cefaleia e
nausea). Outras manifestacdes sdo deficiéncia visual (62 — 84%) e déficits endocrinos

(52— 87%). Baixa estatura e obesidade estdo também entre as manifestagbes mais
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frequentes. Diabetes insipido pode estar presente no pré-operatorio em 17 a 27% dos
pacientes (CALDARELLI et al., 2005; HOFFMAN et al., 1992; MORTINI et al., 2013).
O hipopituitarismo no momento do diagndstico é mais pronunciado nos adultos quando
comparado com pacientes com craniofaringioma de inicio na infancia. No momento do
diagndstico, 40 a 87% dos pacientes apresentam pelo menos um déficit hormonal
(MULLER, 2008, 2014).

O diagnostico de imagem € feito com ressonancia nuclear magnética e/ou
tomografia computadorizada, revelando um tumor cistico da regido intra e/ou supra-selar.
A presenga de calcificagdes, encontrada em aproximadamente 90% destes tumores, € uma
pista radiol6gica importante para o diagndstico. A tomografia computadorizada € a Unica
maneira de detectar calcificacBes em craniofaringioma. O diagndstico diferencial por
imagem das massas selares inclui glioma hipotalamico e glioma optico, histiocitose das
células de Langerhans, cisto de Rathke, xantogranuloma, germinoma intracraniano,
tumor epidermdide, cisto aracndide, adenoma de hipdfise, aneurisma e lesdes
inflamatérias (MULLER et al., 2012).

As estratégias de tratamento mais modernas sdo baseadas no risco de
complicacdes e apresentam 0s seguintes objetivos: 1) alivio da pressao intracraniana
elevada; 2) reversdo dos sintomas de compresséo visual; 3) restauragdo ou substituicdo
de déficits hormonais; 4) prevencdo de recidiva/progressdo tumoral, minimizando a
mortalidade e morbidade aguda e a longo prazo. Em relacdo a esse Ultimo objetivo, as
estratégias destinadas a resseccdo total do craniofaringioma em pacientes com
envolvimento hipotalamico ndo sio recomendadas pela literatura atual (MULLER, 2014).

Para os craniofaringiomas bem localizados, ou seja, sem o envolvimento das
estruturas hipotaldmicas ou dpticas, o tratamento de escolha € a tentativa de resseccao
completa (FAHLBUSCH et al., 1999). Para tumores desfavoravelmente localizados,
envolvendo o nervo Optico e/ou o hipotalamo, existe controvérsia sobre a melhor
abordagem (BUCHFELDER et al., 2013; HOFFMANN et al., 2014)(ELOWE-GRUAU
et al., 2013). Um estudo mostrando os resultados de uma Unica instituicdo demonstrou
que a abordagem cirdrgica restrita poupando o hipotdlamo combinada a radioterapia pos-
cirurgica diminuiu a taxa de obesidade a longo prazo, sem aumentar o risco para recidivas
quando comparado com uma coorte histérica de pacientes tratados com abordagem

cirdrgica radical, na mesma instituicdo (ELOWE-GRUAU et al., 2013). A cirurgia



1 Introducdo 37

transesfenoidal é geralmente a abordagem de primeira escolha em craniofaringiomas
infradiafragmaéticos. Abordagem transcraniana € realizada nos craniofaringiomas com
extensdo supra-selar (YAMADA et al., 2010, 2018).

A localizacdo e o comportamento tumoral, bem como a idade do paciente, sdo
consideragOes importantes ao decidir sobre reoperagéo e/ou radioterapia. A radioterapia
convencional ou estereotaxica sdo armas importantes no tratamento desse tumor
(AGGARWAL,; FERSHT; BRADA, 2013). A insercdo de um cateter nos
craniofaringiomas cisticos permite drenagem repetitiva do cisto e a oportunidade de
instilacdo de substancias, méetodo terapéutico Util para tumores cisticos recorrentes e ndo
ressecaveis (CAVALHEIRO et al., 1996; ZHANG et al., 2016).

A propria doenca e o proprio tratamento dos craniofaringiomas levam a
morbidades consideraveis, embora, os estudos mostrem controle tumoral de longo prazo,
com taxas de remissdo elevadas (PEREIRA et al., 2005). Além do hipopituitarismo, 0s
déficits visuais, devido a localizacdo do tumor supra-selar, séo relativamente comuns.
Déficit visual como manifestacdo clinica inicial é encontrada em mais da metade dos
pacientes afetados (MULLER, 2008). Sintomas relacionados a disfungdo hipotalamica,
tais como obesidade, alteracbes comportamentais, distrbios de ritmo circadiano,
irregularidades de sono, sonoléncia diurna e disturbios na regulacdo da temperatura
corporal e sede tém sido encontrados em 35% dos pacientes com craniofaringioma na
infancia. A taxa de disfuncdo hipotalamica aumenta drasticamente ap0s o tratamento
cirurgico radical, em algumas séries até 65 a 80% (ELLIOTT; WISOFF, 2010; VAN
IERSEL et al., 2018).

Craniofaringiomas apresentam uma sobrevida global em 10 anos de 65%-100%,
mas a mortalidade ainda é significativa, com relato de trés a cinco vezes maior que a
populacdo em geral. Tamanho do tumor é provavelmente um fator progndstico, taxas de
sobrevida maiores foram mostradas em tumores menores do que 3 cm (MULLER, 2014).
Causas de mortalidade incluem as relacionadas ao tumor ou ao seu tratamento, como
doenca progressiva com recorréncias, disfuncdo hipotalamica, deficiéncias hormonais,
doenca cardiocerebrovascular e convulsdes (DE VILE etal., 1996; ELLIOTT; WISOFF,
2010; KILIC et al., 2019; PEREIRA et al., 2005). A morbidade decorrente dessas

alteracdes, somam-se ainda a densidade mineral 6ssea diminuida e esteatohepatite néo-
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alcodlica, levando a cirrose hepéatica em alguns casos (ADAMS et al., 2004; HOLMER
etal., 2011).

A gqualidade de vida (QOL) esta diminuida e até 57% dos individuos podem ter
dificuldades em retornar ao nivel de atividades prévio ao diagnostico, (PORETTI et al.,
2004; YANO et al., 2016). A obesidade hipotalamica é uma complicacdo frequente, 40 a
66% dos pacientes, e junto com as alteragfes visuais tem impacto negativo na QOL
(STERKENBURG et al.,, 2015; YANO et al.,, 2016), ambos ligados ao grau de
envolvimento hipotalamico pelo tumor. Essas evidéncias tém levado a recomendacao de
cirurgias e procedimentos que poupem o hipotalamo e reduzam as complica¢des cronicas
(BOGUSZ et al., 2019; ELOWE-GRUAU et al., 2013; PUGET et al., 2007).

1.2-Tumorigénese em craniofaringioma

A teoria dual sugere que o aCF é formado através do mecanismo embriogénico
enquanto o pCF segue a rota metaplasica. (KARAVITAKI; LARKIN, 2017; PRABHU;
BROWN, 2005) Analise citogenética classica detectou maultiplas anormalidades
cromossémicas, envolvendo os cromossomos 2 e 12, em dois casos de craniofaringioma
(GORSKI et al., 1992; KARNES PS, 1992).

A mutacdo oncogénica BRAF V600E foi demostrada na maioria dos pCFs e a via
MAPK parece ser seu principal efetor oncogénico (HASTON et al.,, 2017). Esse
conhecimento propiciou uma alternativa de tratamento com inibidores BRAF e MEK para
0os pCFs tendo sua eficacia sido comprovada em varios relatos (BRASTIANOS;
SANTAGATA, 2016). Em um primeiro estudo, resposta dramatica foi observada em um
paciente com craniofaringioma papilar recorrente e com mutacdo BRAF V600E. Antes
da terapia com inibidores de BRAF e MEK, o paciente precisou de varias descompressdes
neurocirdrgicas de urgéncia por um tumor de crescimento rapido, com grande
componente cistico.

A via de sinalizacdo Wnt é uma via importante na regulagdo do desenvolvimento
e diferenciacdo celular e tem sido associada com cancer. A primeira associagéo da via
Wnt ao cancer foi a descoberta de que a ativacdo do gene intl em camundongos,

homologo ao gene wingless em Drosophila resultava em tumores mamarios (RIJSEWIJK
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et al., 1987, SHARMA, 2013). A figura 1 mostra a via canonica de sinalizagdo Wnt.
Posteriormente, foram descritas muta¢Ges do gene APC (adenomatous polyposis coli),
resultando em uma proteina APC com perda de funcdo e consequente acimulo de -
catenina (B-catenina) e hiper estimulacdo da via TCF4/ R-catenina, estabelecendo-se
ligacdo entre a via Wnt e o cancer colorretal humano. Desde entdo, varios trabalhos tém
demonstrado a relacdo da via Wnt com a tumorigénese em humanos (ZHAN;
RINDTORFF; BOUTROS, 2017).

LIGADA
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Figura 1-Via de sinalizagdo can6nica Wnt. No lado esquerdo esta representada a via Wnt desligada, com
RR-catenina ubiquitinada e degradada pelo proteossomo. O lado direito demonstra a ativagdo da via Wnt por
um ligante, fosforilacdo de GSK3 e CK1, inativa¢do do complexo de degradacdo, acimulo e efeito da 13-
catetina e aumento na transcri¢do de genes resonsivos a B-catenina.

Mutacdes somaticas no gene CTNNBL foram identificadas em aCF pela primeira
vez por SEKINE et al., 2002. Analisando 10 aCFs, os autores encontraram em todos
mutacdo somatica no gene CTNNB1, que codifica a 3-catenina, enquanto nenhum dos 06
pCFs examinados apresentaram a mutacao. Mostraram também na imuno-histoquimica a
marcacdo citoplasmatica e nuclear para 3-catenina nos aCFs, enquanto a beta catenina
marcava perifericamente na parede celular nos pCFs (SEKINE et al., 2002).

Vérios trabalhos se seguiram e mutacdes no exon 3 do gene CTNNB1 estdo
presentes em cerca de 70% dos aCFs, com variagdo da prevaléncia de 16 a 100%
(BUSLEI et al., 2005; CAMPANINI et al., 2010; HOLSKEN et al., 2016). Essa variacio

tem sido explicada pelo método de deteccdo, Sanger ou Sequenciamento de Nova
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Geracdo (SNG), e/ou baixa proporcdo de tecido tumoral nas amostras analisadas, por
escassez do material ou pela prépria caracteristica do aCF que apresenta corddes ou
nucleos de células tumorais entremeadas por tecido normal (APPS et al., 2020;
BRASTIANOS; SANTAGATA, 2016; MULLER, 2019; PRIETO; PASCUAL, 2018).

O exon 3 do gene CTNNB1 contém os residuos criticos serina (Ser) e treonina
(Thr) que séo fosforilados no complexo de degradacdo da R-catenina. Esses sitios sdo
reconhecidos e fosforilados pela quinase glicogénio sintase quinase-3 beta (GSK 3b).
Mutacdes nestes residuos evitam a fosforilacdo; a B-catenina ndo fosforilada escapa do
reconhecimento pelo aparato de ubiquitinacdo, beta-Trcp, ndo sofrendo degradacao
proteossomica e caracterizando um sinal Wnt constitutivamente ativado (figura 2). Em
craniofaringiomas a via Wnt ativada foi demonstrada pela expresséo de alvos finais da
via como AXIN2, LEF1, e BMP4 (ANDONIADOU et al., 2012; GASTON-MASSUET
etal., 2011a; HOLSKEN et al., 2009a; JUCA et al., 2018b; KATO et al., 2004).

CTNNB1
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Figura 2- Mutacdo CTNNB1 em aCF. Os residuos serina e treonina mutados da proteina 3-catenina,
ndo sdo reconhecidos pelas quinases GSKB3 e CK1. A B-catenina ndo sofre degradacdo, é acumulada
no citoplasma e nucleo, levando a ativacdo continua da via Wnt.

A mutacdo do gene que codifica a R-catenina (CTNNB1) é uma caracteristica

exclusiva de craniofaringioma adamantinomatoso e desempenha papel na sua génese e
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crescimento (KATO et al., 2004). A B-catenina é identificada como um componente
sequencial da via de transducéo de sinal Wnt que regula a proliferagéo celular, morfologia
e desenvolvimento. Além disso, a 3-catenina também faz parte do complexo de aderéncia
celular e de manutencéo da arquitetura do citoesqueleto que inclui a proteina E-caderina
(PREDA et al., 2015).

Acumulo nuclear e citosélico de B-catenina é observado em 90-94% dos aCFs.
Padrdo similar de imuno-histoguimica, com marcacdo positiva nuclear para R-catenina
tem sido encontrado também em pilomatricoma e cistos odontogénicos calcificados
(HASSANEIN et al., 2003). Contudo, a hiperativacdo da via Wnt com o padrdo de
deteccdo da B-catenina nucleo-citoplasmatico em aglomerados de células ou clusters é
carateristico do aCF, em oposicéao a outros tumores selares, incluindo o pCF (BUSLEI et
al., 2007; HOFMANN et al., 2006; OIKONOMOU et al., 2005; COLLI et al., 2013). A
ativacdo da via Wnt tem sido associada também ao prognostico. A presenca do padrédo
nacleo-citoplasmético da B-catenina tem sido associado com a progressao tumoral e a
mutacdo CTNNB1 associada positivamente com pior sobrevida (GAO et al., 2018; JUCA
etal., 2018a; LI et al., 2015).

GASTON-MASSUET et al., 2011a desenvolveram um modelo murino para aCF
que expressa uma forma mutante resistente a degradacdo da R-catenina levando a
superativacdo da via Wnt em células progenitoras da bolsa de Rathke. Os animais
sobreviventes desenvolveram tumores semelhantes ao aCF humano; as células que
acumulavam RB-catenina formavam clusters ou redemoinhos exatamente como nos
tumores humanos, demonstrando, pela primeira vez, a relagcdo causal tumorigénica da R-
catenina em craniofaringiomas. A observacdo em camundongos, de que a tumorigénese
ocorria apenas quando o mutante R-catenina era expresso em células precursoras
embrionarias da hipofise, mas ndo quando a expressdo era direcionada para células
hipofisarias diferenciadas associada a presenca de marcadores de celulas progenitoras,
SOX2, SOX9 e p27KIP, nas proximidades dos aglomerados de células marcadas para 3-
catenina, apoiaram o conceito de que aCF humano iniciaria com a participagéo de células
progenitoras da hipdfise (GASTON-MASSUET et al., 2011b).

Um modelo murino que expressava R-catenina mutada em células progenitoras
(SOX2 positivas) de hipdfises adultas provou o papel dessas células na tumorigénese dos

aCF. Os autores evidenciaram o papel das células SOX2 positivas (SOX2+) como
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pluripotentes e capazes de se diferenciar em outros tipos celulares da hipéfise adulta. Da
mesma forma, demonstraram que a expressdao de R-catenina mutada em células
progenitoras deram origem a aglomerados celulares. De forma surpreendente, as células
SOX2+ proliferaram e as células-filhas também acumularam R-catenina em aglomerados.
Essas observagdes sugeriram que as células hipofisarias SOX2+ sdo células-alvo para
mutacdes, iniciam a tumorigénese, agem com centro de estimulos paracrinos induzindo
as células vizinhas a proliferar (ANDONIADOU et al., 2013). Essas evidéncias suportam
um modelo de tumorigénese paracrina, em que células do cluster ndo divisiveis sdo
dotadas da capacidade de iniciar tumores de maneira ndo autonoma (GONZALEZ-
MELJEM; MARTINEZ-BARBERA, 2021).

A via Sonic Hedgehog (SHH), igualmente a via WNT, tem sido reconhecida como
importante na embriogénese e no desenvolvimento hipofisario assim como na
manutencdo de células tronco. Ativacdo da via SHH foi observada tanto nos
agrupamentos celulares quanto das células basais da palicada. Essa hiperativacao atuaria
de forma parécrina e/ou autocrina nas células vizinhas através de fatores de transcrigéo,
promovendo angiogénese, crescimento e infiltracdo (APPS et al., 2018; GARCIA-
LAVANDEIRA et al.,, 2012; GOMES et al., 2015). A inibicdo da via SHH como
perspectiva de tratamento dos aCF foi avaliada por CARRENO et al., 2019.
Contrariamente ao esperado, tanto em modelo murino de aCF quanto em cultura de
células de aCF humano e em xenotransplante de aCF humano em ratos, o tratamento com
vismodegibe, um inibidor da via SHH, levou ao aumento da proliferacdo celular e
agressividade tumoral (CARRENO et al., 2019).

Muitos estudos em aCF tem demonstrado um padrdo de expressdo de outros
fatores de transcricdo como fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), proteinas
morfogénicas Osseas (BMP) e fator de crescimento transformador B (TGFp)
(ANDONIADOU et al., 2012; APPS et al., 2018). Ainda, a ativacao do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) foi identificada em tumores positivos para B-catenina
co-expressando fascina, membro da familia actina, que tem sido associada com adesdo
celular, migracdo e invasdo por filopodia e reorganizagéo do citoesqueleto. Esses achados
tem sido caracterizados em diversos tipos de canceres bem como em aCF (BOGUSZ;
MULLER, 2018; HOLSKEN et al., 2009b, 2011; MARTINEZ-BARBERA; BUSLEI,
2015). Um componente das jungdes celulares, claudin-1 (CLDN-1), esta diminuido no
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aglomerado de células positivo para B-catenina, nas bordas do tumor e nas protrusoes
digitiformes, levando foco a um papel da invasividade. Além disso, a familia CLDN-1
pode ter um papel na formacdo dos cistos, por acimulo de liquido proveniente do
extravasamento do endotélio (STACHE et al., 2014).

O papel da via MAPK/ERK, reconhecidamente importante nos pCF, também foi
avaliada nos aCF. Em um modelo murino e em cultura de aCF humanaos, a inibicéo da via
MAPK/ERK por trametinibe levou a reducdo da imunofluorescéncia de p-ERK1/2. O
trametinibe, um inibidor da via MEK, significativamente reduziu a proliferacdo e
aumentou a apoptose, apresentando uma possivel via alternativa de tratamento clinico
para os aCFs (APPS et al., 2018).

1.3- Biologia telomérica e tumorigénese.

Em 1971, Alexei Olovnikov descreveu o fenémeno da replicacdo incompleta do
DNA nas extremidades dos cromossomos. Em 1973, surge a teoria da “marginotomia do
DNA” com o encurtamento da réplica em relagdo ao modelo. O mecanismo proposto
sugeria que a DNA polimerase ndo sintetizaria totalmente a extremidade 3' do DNA
linear, 0 que causava encurtamento progressivo dos cromossomas durante a divisao
celular (OLOVNIKOV, 1973). Posteriormente, Elizabeth Blackburn e Joseph Gall
descobriram a natureza dos teldmeros, compostos por sequéncias simples e repetidas de
DNA (BLACKBURN; GALL; HAVEN, 1978). Em 1985, a enzima responsavel pelo
alongamento das extremidades do cromossomo foi descoberta estudando o protozoario
Tetrahymena (GREIDER; BLACKBURN, 1985); pela descoberta da enzima telomerase
as pesquisadoras receberam o prémio Nobel em fisiologia e medicina em 2009.

Telomerase é uma enzima com atividade de transcriptase reversa que mantém as
extremidades do cromossomo adicionando, na extremidade 3' da fita do DNA, sequéncias
repetidas de TTAGGG durante a replicacdo. A enzima inclui um componente de RNA
telomerase (TERC) que se liga a extremidade 3' do DNA telomérico e € um molde para a
adicdo das bases repetidas, um componente de proteina chamado Telomerase
transcriptase reversa (TERT), e proteinas acessorias, tais como dyscerina, NHP2, NOP10,
pontina — reptina e TCABL1 (WYATT,; WEST; BEATTIE, 2010). NHP2 e NOP10 séo

necessarias para estabilizar a TERC e habilitad-la a acumular-se dentro da célula. Além
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disso, dyscerina e pontina-reptina permitem a unido do complexo TERC-TERT como
mostrado na figura 3. Assim, durante o alongamento dos teldbmeros, a telomerase coopera
com varias proteinas, a “shelterin Family”, composta por seis proteinas denominadas
TRF1, TRF2, Rapl, TIN2, POT1 e TPP1 e moléculas chaperonas tais como a heat shock
protein 90 (FU; COLLINS, 2007; VENTEICHER et al., 2008).

Cromossomo

Telomerase

Repeticdes teloméricas
e
TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3' D
AATCCCAATCCC AAUCCC | \Pyskerin

TERC 3

Sequéncia RNA TERC |

TERT

5

Figura 3-Complexo telomerase. Evidenciando a atividade de transcriptase reversa adicionando sequéncias
repetidas de TTAGGG na extremidade 3' da fita do DNA. TERT- enzima telomerase, TERC-componente
de RNA da telomerase, Discerina, NOP10, NHP2, GAR.

O gene TERC se localiza no cromossomo 3g26.2 e codificauma molécula de RNA
nédo-codificante. Por outro lado, o gene TERT se localiza no cromossomo 5p15.33 e
caracteriza-se por oito diferentes transcritos de mMRNA (YUAN; LARSSON; XU, 2019).

Em embriGes, atividade da telomerase é necessaria desde o inicio da meiose e esta
ativada durante a transicdo de morula para blastocisto. A atividade e a expressdo da
telomerase estd aumentada em todos os tecidos e diminui quando os tecidos se
diferenciam. Assim, o declinio da atividade da telomerase correlaciona-se com a perda
de potencial proliferativo somatico (SCHAETZLEIN; RUDOLPH, 2005). Em adultos, a
telomerase estd silenciada na maioria dos tecidos e € expressa apenas nas células
germinativas, células-tronco e do sistema imunologico. Células somaticas normais que
ndo expressam a telomerase tém capacidade finita de replicar, isso € regulado pelo

comprimento dos telébmeros.
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Quando as células somaticas, in vitro, atingem o nimero maximo de divisfes
entram num estado senescente, limite de Hayflick (HAYFLICK; MOORHEAD, 1961). Um
importante papel dos telémeros é manter a integridade do material genético,
possibilitando a divisdo celular sem perda de genes codificadores, resolvendo assim o
problema da replicacdo das extremidades e a teoria da marginotomia. Os telébmeros e a
shelterin family impedem o reconhecimento das extremidades pelos mecanismos de
reparo do DNA, telémeros curtos perdem essa capacidade e direcionam a célula para
senescéncia replicativa. Sdo considerados “reldgios da replicacdo” e a diminui¢do do
comprimento telomérico esta envolvida no envelhecimento celular. O encurtamento dos
teldmeros é entdo o responsavel pelo limite de Hayflick (AUBERT; LANSDORP, 2008;
CHAN; BLACKBURN, 2004; HERRANZ; GIL, 2018; PALM; DE LANGE, 2008;
SHAY; WRIGHT, 2005; VERDUN; KARLSEDER, 2007; ZHU et al., 2018).

Senescéncia é o estado no qual a célula permanece metabolicamente ativa, mas
parece ter irreversivelmente perdido a capacidade de entrar no ciclo celular ativo. Esta
mudanca é atribuivel a ativacdo de dois inibidores da quinase ciclina-dependente que
suprimem o crescimento (p16INK4A e p21Cipl) mediado pelo aumento dos niveis e da
atividade da proteina de supressdo tumoral p53. Culturas de células humanas podem
ultrapassar esse freio ao crescimento, causada pela entrada em senescéncia quando p53
ou retinoblastoma (RB) estéo desabilitados (COUNTER et al., 1992; SHAY etal., 1991).
Nestas circunstancias, a divisao celular pode continuar mesmo na presenca de teldmeros
curtos. Essas células entram em um estado diferente - crise - que se caracteriza pela
instabilidade generalizada do cari6tipo. Em células humanas em crise, eventos de fusao
das extremidades teloméricas erodidas do DNA geralmente acontecem entre duas
cromatides irmés. Durante a mitose, os centromeros das cromatides sdo puxados em
direcOes opostas para produzir duas novas extremidades cromossdémicas, sem teldmeros
essas extremidades desprotegidas podem fundir com outro cromossomo ou com
extremidades desprotegidas de cromossomos ndo-homologos (CELLI; LANGE; LIG,
2005).

Nas células em crise, alteracdes gendmicas, tais como rearranjos cromossémicos,
ganho ou perda cromossémica, e exclusées ou amplificagfes sdo visiveis. Células com
um ndmero tdo elevado de cromossomos instaveis ndo podem se dividir sem perder

material genético (CELLI; LANGE; LIG, 2005). In vitro, as células podem evitar entrar
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em crise através de alguns mecanismos de manutencdo dos teldmeros. O principal
mecanismo é a upregulation da telomerase. A capacidade de ignorar a senescéncia e a
crise é conhecida como fator permissivo na evolucdo da maioria das neoplasias malignas.
Centenas de estudos em modelos animais, em linhagens de células de cancer e em tecidos
de cancer humano tém demonstrado que a telomerase esta upregulada na presenca de
telomeros curtos. Este achado sugere que a telomerase pode ser um alvo para a terapia do
cancer (DE VITIS; BERARDINELLI; SGURA, 2018; SLUSHER; KIM; LUDLOW,
2020; YAMAGUCHI et al., 2005; YUAN; LARSSON; XU, 2019). Assim, o
encurtamento dos telémeros e ativacdo da telomerase podem ser eventos subjacentes a
transformacéo neoplasica.

Mutaces somaéticas na regido codificadora de TERT (transcriptase reversa da
telomerase humana) sao infrequentes em tumores humanos, mas mutacdes germinativas
e somaticas no promotor TERT (TERTp) foram encontradas em uma alta porcentagem de
melanomas humanos e linhas celulares de cancer humano (VINAGRE et al., 2013). Tais
mutagdes ocorreram em duas posi¢des, localizadas —124 e —146 pares de base (pb) a
montante do sitio de inicio ATG (—124 G> A e —146 G> A, C> T na fita oposta) e
conferiram atividade aumentada do promotor TERT, ao gerar, provavelmente, um sitio de
ligacdo de consenso (GGAA) para fatores de transcricdo na regido do promotor TERT
(VINAGRE et al., 2013). A atividade transcricional do TERT é etapa limitante da sintese
da forma ativa da enzima telomerase. Mutacgdes nesses hotspots aumentam a atividade de
telomerase, mantém o comprimento telomérico e conferem potencial replicativo infinito,
imortalizacdo, encontrado nas neoplasias (BELL et al., 2016; CHIBA et al., 2017).

HIRAGA et al., 1998 mostraram reducdo do comprimento telomérico em
adenomas de hipdfise apesar da presenca de atividade da telomerase. Nessa avali¢do 0s
autores mediram o conteddo dos teldmeros pela técnica de restricdo do fragmento
terminal (TRF) por Southern blotting e compararam com tecido cerebral sadio (HIRAGA
et al., 1998). Estudo recente analisando a expressdo do TERT em amostra de 109
adenomas de hipofise ndo funcionantes, observaram que em 89,9% dos casos nao houve
expressdo da telomerase e ndo houve relagdo da expressao da telomerase com marcadores
clinicos e anatomopatologicos de agressividade (OGINO et al., 2021). Nosso grupo
estudando o conteudo dos telémeros por gPCR e a expressdo génica dos componentes da

telomerase (TERT e TERC) em tumores de hipdfise produtores de ACTH e GH e também



1Introducdo 47

em nao secretores, comparando-os com hipdfises normais, observou a expressao do TERT
em 36% das amostras. O comprimento telomérico e a expressdo da telomerase ndo foram
diferentes quando comparados ao tecido de hipofises normal (MARTINS et al., 2015).
Nosso grupo também mostrou a auséncia de mutagédo da regido promotora do TERT em
adenomas de hipofise, corroborando os achados de que a dindmica telomérica nédo
participa de forma significativa da tumorigénese hipofisaria (MARTINS; DE CASTRO;
CALADO, 2016).

ANDONIADOU et al., 2012 usando um modelo murino de aCF, observaram
telémeros mais longos em celulas do cluster de B-catenina do que nas células vizinhas, o
que € uma caracteristica de células-tronco/progenitoras pituitérias indiferenciadas. No
entanto, uma analise semelhante em algumas amostras humanas de aCF revelou
teldmeros mais curtos nas células do cluster quando comparados as células circundantes.
Os autores sugeriram que as células do cluster no modelo animal corresponderiam a um
estagio inicial dos aCF, enquanto os achados nas amostras humanas corresponderiam a
um estagio avangado do tumor(ANDONIADOU et al., 2012).
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1.4-Justificativa

Mutacdo no gene CTNNBL1 foi encontrada em cerca de 70% dos aCFs. Essas
mutacdes levam do ao acimulo da R-catenina nuclear por defeito na sua degradacéo e,
por conseguinte, a um sinal Wnt constitutivamente ativo. Entretanto, a via Wnt esta
ativada mesmo na auséncia de mutacgéo na R-catenina, sugerindo que outros fatores podem
contribuir para a patogénese molecular dos craniofaringiomas.

O curso clinico heterogéneo desses tumores pode estar associado a aquisicao de
outras alterages gendmicas. A atividade da TERT e as mutagdes do TERTp regulam
positivamente a expressdo de TERT e aumentam a atividade da telomerase, resultando na
génese dos tumores cerebrais progressivos e agressivos, incluindo glioblastoma e
meningioma de alto grau (ARITA et al., 2013; JURATLI et al., 2017). Além das
mutacGes do TERTp, a metilacdo dessa regido mostrou-se frequente em uma série de
tumores do sistema nervoso central e foi relatada como associada a um pior prognostico
em casos com expressdao aumentada de TERT, esses achados também foram evidenciados
em tumores de hipo6fise (CASTELO-BRANCO et al., 2013; MIYAKE et al., 2019).

Pouco se avancou na relacdo entre biologia telomérica e patogénese dos
craniofaringiomas. No entanto, recentemente, um estudo avaliou uma coorte de 42
craniofaringiomas e nenhum dos tumores abrigava mutacédo na regido TERTp (FUJIO et
al., 2021). O presente trabalho pretende abordar essa tematica para aprofundar o
conhecimento de fatores que podem estar envolvidos na patogénese e no crescimento dos
aCFs.
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2.1-Geral

Avaliar a dindmica telomérica na patogénese dos craniofaringiomas

adamantinomatosos na presenca ou na auséncia de mutacdes do gene CTNNBL.

2.2-Especificos

Em craniofaringiomas adamantinomatosos:

e Avaliar a apresentacdo clinica, radiologica, o tratamento e o desfecho clinico dos
pacientes;

e Avaliar a presenca de mutaces do gene CTNNB1;

e Avaliar a dindmica telomérica, atraves de analise de comprimento telomérico e da
presenca de mutacdes da regido promotora do gene TERT;

e Auvaliar a presenca de correlagdo entre achados moleculares e caracteristicas

clinicas, como tamanho tumoral, recorréncia e agressividade.
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3.1-Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto com o parecer de nimero 4.970.916 e,
em acordo com o estabelecido pela Declaragéo de Helsinki, os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). No caso das amostras obtidas de pacientes que
foram submetidos a autopsias, seus familiares assinaram o TCLE.

As amostras utilizadas para este estudo foram incorporadas ao Biorrepositorio - “Banco

de amostras tumorais de pacientes com craniofaringiomas”, com aprovagdo do CEP.

3.2-Pacientes
3.2.1-Definicdo da amostra, dados demogréficos, avaliacao clinico-laboratorial.

Trata-se de um estudo retrospectivo; foram estudados 42 pacientes portadores de
craniofaringiomas adamantinomatosos, 21 seguidos no Ambulatério de Neuroendocrinologia e
no Ambulatério de Endocrinologia Pediatrica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FMRP) e 21 seguidos no centro coparticipante, o Servico de
Endocrinologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os critérios de inclusao foram a possibilidade de coleta de material tumoral para analise
molecular por ocasido da resseccdo cirurgica e o diagndstico de craniofaringioma
adamantinomatoso confirmado por exame anatomopatoldgico, além da concordancia do
paciente ou de seus responsaveis em fazer parte da amostra.

Dados demograficos, clinicos e laboratoriais foram coletados no prontuario dos
pacientes nos servi¢os onde foram acompanhados. Os dados resultantes da avaliagdo clinica
foram tabulados para posterior anélise estatistica e verificacdo de relagdo com os resultados da
analise molecular. Foram incluidos dados de identificacdo (género, idade ao diagnostico),
quadro clinico, caracteristicas da cirurgia empregada (via de acesso e grau de resseccdo) e
evolucdo pos-operatoria (morbidade ou mortalidade pos-operatoria, ocorréncia de
complicagdes, progressdo tumoral, necessidade de nova abordagem cirdrgica). Pela
indisponibilidade dos dados de apresentacdo clinica dos pacientes da UFRJ, consideramos

apenas os disponiveis do centro da FMRP (n=21).
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Conforme a rotina de atendimento, todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo
endocrinoldgica clinica e laboratorial. Os niveis de cortisol e testosterona foram medidos por
radioimunoensaio, Tiroxina livre (FT4) e o hormdnio tireo-estimulante (TSH) foram medidos
por quimioluminescéncia (Immulite, DPC Cirrus Inc. Los Angeles, CA). Os niveis do horménio
do crescimento (GH), do horménio luteinizante (LH), do horménio foliculo-estimulante (FSH)
e do estradiol foram medidos pelo ensaio imunofluorimétrico (IFMA - DELFIA 80/505 Wallac
Oy, Turku, Finland), niveis de IGF-I foram medidos por ensaio imunoradiométrico (DSL-
Diagnostic Systems Laboratories, USA).

Hipotireoidismo foi diagnosticado pelo valor basal do FT4 e TSH de acordo com o0s
valores normais para a idade. Deficiéncias adrenal, de GH/IGF1 e gonadotroficos foram
diagnosticados pelos exames basais e pelos testes dindmicos quando apropriados, segundo 0s
protocolos internacionais (HIGHAM; JOHANNSSON; SHALET, 2016). As concentracfes
hormonais foram avaliadas respeitando-se a idade, o sexo e o estadio puberal. Diabetes insipido
foi diagnosticado na presenca de polidria e baixa osmolaridade urinria, o teste de deprivagdo
de agua foi utilizado quando necesséario. Foi considerado hipopituitarismo a presenca de pelo
menos um eixo endocrino afetado.

Obesidade foi diagnosticada através do indice de massa corporea (IMC) e classificada
de acordo com a classificacdo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) adaptada para a idade
e 0 género. O IMC foi avaliado no momento do diagnéstico e no Gltimo retorno ambulatorial,
0 z-score do IMC foi utilizado em todo o grupo para minimizar o erro de compara¢do huma
amostra com criancas e adultos(CONDE; MONTEIRO, 2006; JAMES et al., 2001).

O procedimento cirdrgico foi decidido segundo a experiéncia da equipe de neurocirurgia
de cada servico e baseada nos aspectos radiologicos. Recorréncia foi definida como crescimento
ou reaparecimento do tumor, apos a cirurgia inicial. Tempo para progressao definido como
tempo em meses entre a cirurgia inicial e a necessidade de um novo procedimento ou cirurgia.
Resseccdo total foi considerada quando da auséncia de remanescente em exame de controle
poOs-operatdrio e resseccdo parcial quando remanescente foi detectado em exame de controle
e/ou relato do neurocirurgido na ocasido do procedimento confirmando ressecgdo incompleta.

Todos os pacientes foram submetidos & avaliacdo oftalmoldgica por especialista.
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3.2.2-Avaliacao Radioldgica

Os pacientes foram submetidos a exame de imagem do encéfalo por ressonancia
magnética (RM) e/ou tomografia computadorizada (TC) com protocolo de avaliacdo de
neoplasias cerebrais, que inclui aquisicdo de imagens em cortes axiais, sagitais e coronais,
ponderadas em T1 e em T2. Para avaliacdo objetiva dos exames de imagem, a medida da
extensdo da lesdo expansiva em milimetros no seu maior eixo foi obtida. O volume tumoral em
centimetros cubicos foi calculado pela formula largura x altura x comprimento x 0,5
(DYSTESE et al., 2019).

As imagens, ressonancia magnética nuclear (RNM) e tomografia (TC) pré-operatorias
foram analisadas por um Unico médico radiologista especialista em imagem da regido selar.
Toda a coorte (n=42) teve exames de imagem avaliada. A invasdo hipotalamica, segundo
PUGET et al., 2007, foi avaliada em cada paciente e o radiologista esteve cego em relacdo aos
dados clinicos e de desfechos dos pacientes(PUGET et al., 2007). A figura 4 apresenta e

exemplifica essa classificacdo em trés pacientes da coorte.

Figura 4-Classificacdo da invasdo hipotalamica segundo Puget et al. A. tipo 0, hipotdlamo néo afetado (paciente
11). B. tipol, hipotalamo deslocado, mas ndo invadido (paciente 19). C. tipo2, invasao e destruigdo do hipotalamo
(paciente 20).

3.2.3-Coleta e processamento das amostras

Todas as amostras de craniofaringiomas foram coletadas durante cirurgia a que 0s
pacientes se submeteram como parte integrante de seu tratamento. Durante a cirurgia,
fragmento de tecido tumoral foi coletado em formol tamponado 10% e, em seguida, embebido
em parafina para exame histopatolégico pds-operatério com coloracdo pela hematoxilina-
eosina e estudo imuno-histoquimico como parte do protocolo de diagnostico e seguimento de

pacientes operados.
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Outro fragmento, também coletado durante o procedimento cirdrgico, foi armazenado
em nitrogénio liquido e posteriormente microdissecado por patologista experiente para separar
qualquer tecido nao tumoral. O tumor microdissecado foi armazenado a —70°C para os estudos
moleculares. Na ocasido da utilizacdo da amostra tumoral para os estudos moleculares, a mesma
foi homogeneizada utilizando o Polytron™.

As amostras provenientes do centro coparticipante seguiram a mesma técnica de coleta
e armazenamento, foram transportadas adequadamente e incluidas no banco de tumores do
Servico de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto.

3.3-Avaliacdo molecular
3.3.1-Extracdo de DNA e RNA

O DNA genbémico e tumoral e 0 RNA tumoral das amostras foram extraidos a partir de
amostras de tecido microdissecado e congelado a -80°C com o auxilio dos kits QlAamp DNA
Mini Kit e RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), respectivamente, segundo o
protocolo sugerido pelo fabricante. Apds extracdo, as amostras foram quantificadas em
fluorimetro Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e a qualidade avaliada pelo TapeStation
4200 (Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA). Foram utilizados Kits especificos para a
avaliacdo do DNA e do RNA, que calculam a integridade das amostras. A integridade do DNA
(DNA Integrity Number, DIN) foi baseada na proporcao de DNA de alto peso molecular e DNA
degradado presente na amostra, sendo valores de DIN maiores ou iguais a 6 considerados
adequados. A integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN) das amostras foi obtida pela
avaliacdo da qualidade das bandas de RNA ribossdmico 28S e 18S, sendo RIN com valores

iguais ou maiores que 7 considerados adequados.

3.3.2-Avaliacéo do gene CTNNBL1 e da regido promotora do gene TERT

Toda a coorte (n=42) foi amplificada por PCR e sequenciada por Sanger visando
mutacgdes de hotspot em exon 3 do CTNNBL1 e TERTp. Sequenciamento de exoma total (NGS)
também foi realizado em 38 dos 42 aCFs.

O DNA tumoral dos individuos foi amplificado através da reacdo de PCR, utilizando-

se par de primers para amplificagdo da regido de fosforilacdo pela GSK-3p (glycogen

synthase kinase-SB) no gene CTNNB1:
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F:5’-ATGGAACCAGACAGAAAAGCG-3’

R:5’CAGGATTGCCTTTACCACTCA- 3’

A andlise de mutacdo do promotor TERT foi realizada com o par de iniciadores, para
amplificacdo das regides de hotspots localizadas a —124 ¢ —146 pb a montante do sitio de
inicio ATG:

F: 5-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3' ¢

R: 5-GTCCTGCCCCTTCACCTT-3’

O volume final da reacdo de PCR foi de 50 uL, apds padronizacdo da temperatura de
desnaturacdo, anelamento e extensdo. Em todas as amplificac@es, foi incluido um controle
negativo. A amplificagdo do DNA tumoral (25-100 ng) foi realizada por PCR usando o kit
Qiagen Multiplex PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instruc6es do fabricante.
As amostras amplificadas foram aplicadas em gel de agarose de 1 a 3% e coradas com brometo
de etilio (0,5uL/100mlI de gel) sendo posteriormente submetidas a eletroforese.

O DNA amplificado por PCR foi sequenciado pelo método de Sanger automatico (ABI
Prism 310 Genetic Analyser, PE Aplilied Biosystems), utilizando-se o kit ABI Prism® Big
Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit with AmpliTagq® DNA Polymerase,
FS. A reacdo de sequenciamento foi realizada em um termociclador automatico GeneAmp PCR
System 9700 da Applied Biosystems, em um total de 25 ciclos.

Apos a reacdo de sequenciamento, as amostras foram submetidas a analise com as
sequéncias obtidas no Ensembl Gene Report (CTNNB1: ENSG00000168036 €
TERT: ENSG00000164362).

3.3.3-Avaliacéo do comprimento telomérico

O comprimento telomérico foi avaliado em 37 de 42 aCFs, devido a disponibilidade de
amostras. O comprimento telomérico foi avaliado através de tecnica baseada em PCR
quantitativa, que avalia a abundéncia da sequéncia telomérica (TTAGGG) em comparagdo a
abundancia de um gene de copia Unica 36B4 (gene de referéncia ou single gene).

Para cada amostra de DNA foram realizadas reac6es de qPCR para telomero e gene de
referéncia separadamente, em triplicata. A reacdo especifica para o comprimento telomérico
conteve 300 nmol/L dos primers sense
(5’CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 3) e anti-sense
(5’GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT ‘3), enquanto a reagdo
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especifica para o gene 36B4 incluiu 300 nmol/L do primer sense
(5’ CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC3 “3) e 500 nM do primer anti-sense
(5’CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA °3).

Os volumes das reacdes foram introduzidos em pocos de Rotor-Disc™ atraves de
pipetadora automatizada QIAgility. As reacdes foram realizadas com o Rotor-Gene® Q real-
time instrument (QIAGEN Sciences, Inc., Germantown MD, USA). As condicdes para a reagcdo
especifica para o teldmero foram 25 ciclos de: 95°C 5s; 98°C 7s, 60°C 10s e para 0 gene 36B4,
35 ciclos de: 95°C 5s; 98°C 7s, 58°C 10s. A curva-padrdo (curva de referéncia) do ensaio foi
construida utilizando-se DNA em 06 dilui¢bes seriadas 1:2, com quantidades finais entre
0,3125ng e 10ng.

O comprimento telomérico de cada amostra foi baseado na relagéo entre telémero e gene
copia Unica (razdo T/S), calculada através da razdo entre os valores de Ct (ciclo em que a curva
de amplificacdo atravessa o limiar) do ensaio especifico para teldémeros normalizados pelo gene
36B4, [Ct(telomero)/Ct(36B4)].

Arazdo T/S, portanto, estima o comprimento telomérico. O comprimento telomérico foi
expresso em razdo T/S relativa, a qual é normalizada pela razdo média T/S da amostra

calibradora, a mesma utilizada na curva-padréo do ensaio [2(ACtamostra - DCtcalibrador) = 5-DDCt]

3.4-Anélise estatistica

As variaveis quantitativas foram comparadas entre os grupos, utilizando teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney para 2 grupos ou Kruskall-Wallis para 3 ou mais grupos. Os
dados categoricos foram analisados através de teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher.

Teste McNemar foi utilizado na comparagdo entre os grupos pareados com variaveis
categoricas e Teste de postos de Wilcoxon entre 0s grupos pareados com variaveis continuas.

O Tempo para progressao foi avaliado pelo método de Kaplan-Meir e as curvas
comparadas pelo Log-rank teste.

Correlacéo entre varidveis continuas foi avaliada através de correlagdo de Spearman.
Utilizou-se o programa Minitab® Statistical Software 2021, LLC e o nivel de significancia
adotado foi 0=5%.
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4.1-Pacientes

Na amostra de 42 pacientes portadores de craniofaringioma adamantinomatoso, 22
(52,3%) eram do sexo feminino, a idade ao diagnostico foi 15 anos (intervalo interquartil
Q1-Q3(IQR): 7-26) os pacientes do sexo masculino tiveram idade de diagnéstico menor
que as os do sexo feminino, respectivamente 13 (IQR: 6-19,75) e 21 (IQR:9-35) (p=0,09).

Desses 42 pacientes, os dados clinicos completos foram obtidos apenas para
pacientes da FMRP-USP (n=21). Assim, a Tabela 1 apresenta as caracteristicas clinicas e
hormonais desses pacientes ao diagnostico. Cefaleia e alteracdo de campo visual foram os
sintomas mais comuns, respectivamente em 17 (81%) e 12 (57%), vOmitos em 6 pacientes
(29%), convulsdo em 4 (19%). Sintoma relacionado a sindrome hipotalamica, hiperfagia
foi detectada em 3 pacientes (14%). Em relagdo ao IMC, 11(52%) pacientes apresentaram
z-score 2 ou 3, compativel com obesidade. Hipopituitarismo foi diagnosticado em 16
pacientes (76%), diabete insipido em 4 (19%), deficiéncia do eixo gonadal em 7 (33%), do
eixo somatotrofico em 9 (43%), do tireotrofico em 9 (43%), do eixo corticotrofico em

9(43%); ainda, 8 pacientes (38%) tiveram pelo menos 3 eixos afetados ao diagnostico.
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Tabela 1-Caracteristicas clinicas e hormonais dos pacientes da coorte da FMRP-
USP com craniofaringioma adamantinomatoso ao diagndstico.

Manifestac6es Clinicas n (%0) Coorte completa (n=21)
Cefaleia 17 (81)
Vomitos 6 (29)

Convulsdo 4 (19)

Alteracéo visual 12 (57)
Déficit neurolégico focal 1(5)
Coma 1(5)
Hipersonia 0 (0)
Hiperfagia 3(14)
z-score do IMC n (%) 1(5)
-2 1(5)

-1 7 (33)

: 2(9,5)

5 8(38)

3 3(14)

z-score do IMC >1 11(52)

Alteracdes endocrinas

Hipopituitarismo! 16 (76)
Diabetes Insipido 4 (19)
LH/FSH 7 (33)

GH 9 (43)

TSH 9 (43)

ACTH 9 (43)

3 eixos afetados 8 (38)

GH: horménio do crescimento; TSH: hormo6nio tireotr6fico; ACTH: horménio
corticotrofico; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormonio foliculo-estimulante. Pelo
menos 1 eixo afetado.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas radiologicas dos 42 tumores dos pacientes
com craniofaringioma. A maioria dos tumores apresenta pela imagem (TC e RNM)
composicgdo solido-cistica, 91%, puramente cistico em 2,3% e solido em 7%. Presenca de
calcificacOes foi detectada na maioria dos tumores, 95%. A maior dimensao de cada tumor
foi avaliada, sendo igual a 38mm (IQR:31-45) e a maioria tem mais de 30mm na maior
dimens&o, 81%; o volume tumoral foi de 13 cm? (IQR:5,5-30,5). Quanto ao envolvimento
do hipotalamo a maioria foi classificado como de maior envolvimento e invaséo, tipo 2,
81%; 9,5% apresentavam tipo 1 e apenas 9,5% ndo apresentavam envolvimento do

hipotalamo (tipo 0).
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Tabela 2- Caracteristicas radioldgicas dos tumores dos pacientes com
craniofaringioma adamantinomatoso.

Caracteristicas do tumor n=42 (% de pacientes)
Sélido-cistico 38 (91%)
Cistico 1(2,3%)
Sélido 3 (71%)
Presenca de calcificagdes 40 (95%0)
Tamanho do maior eixo (mm) 38 (31-45)
mediana[Q1-Q3]
Maior eixo >30mm 34 (81%)
Volume tumoral (cm?) 13 (5,5-30,5)

mediana[Q1-Q3]
Invasdo hipotalamica®

Tipo 0 4 (9,5%)
Tipo 1 4 (9,5%)
Tipo 2 34 (81%)

!Conforme PUGET et al., 2007: tipo 0- hipotadlamo ndo afetado, tipol- hipotdlamo
deslocado pelo tumor, mas ndo invadido, tipo 2- invasdo e infiltracdo do hipotalamo.

Todos os pacientes da amostra foram submetidos a tratamento cirdrgico. A Tabela
3 apresenta o tipo de tratamento e o desfecho clinico dos pacientes com craniofaringioma.
Hé& dados faltantes de 2 pacientes quanto a abordagem cirdrgica, de 1 paciente quanto a
resseccao e de 2 quanto ao em nimero de cirurgias.

A maioria foi abordada por via transcraniana, 32 (80%), enquanto 8 (20%)
transesfenoidal. Resseccdo parcial do tumor aconteceu em 33(80,5%), enquanto 8(19,5%)
tiveram resseccéo total. Recorréncia aconteceu em 26(63,5%) pacientes. Apenas 1 cirurgia
foi realizada em 15 (37,5%) pacientes, 15(37,5%) foram submetidos a 2 cirurgias, 4(10%)
a 3 cirurgias, 5(12,5%) a 4 cirurgias e 1 paciente foi submetido a 5 cirurgias (2,5%). Assim
amaior parte dos pacientes, 25(62,5%) foi submetida a 2 ou mais procedimentos cirurgicos.

Radioterapia foi utilizada como terapia adjuvante em 22(53%) pacientes.
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Tabela 3- Tratamento e desfecho clinico dos pacientes com craniofaringioma
adamantinomatoso.

Tratamento? N =42 (%)
Abordagem cirurgica?
Transesfenoidal 8(20%)
Transcraniana 32(80%0)
Ressecgao®
parcial 33(80.5%)
total 8(19.5%)
Numero de Cirurgias®
1 15(37.5%)
2 15(37.5%)
3 4(10%)
4 5(12.5%)
5 1(2.5%)
NUmero de cirurgias (> 1) 25(62,5%)
Radioterapia 22(53%)
Tempo de seguimento (meses) 56.2 (46.3-82.1)
mediana (Q1-Q3)
Recorréncia? n (%) 26(63.5%)
Tempo para progressao®(meses) 21 (8.6-42)
mediana[Q1-Q3]
Obitos 2(5%)

!Dados da coorte completa (n=42). ¢ Dados faltantes de 2 pacientes na abordagem cirtirgica, 1
paciente na resseccdo e 2 em nimero de cirurgias. 2Recorréncia definida como crescimento ou
reaparecimento do tumor, apos a cirurgia inicial. STempo para progressdo definido como tempo em
meses entre a cirurgia inicial e a necessidade de um novo procedimento ou cirurgia.

O tempo de seguimento dos pacientes da coorte da FMRP-USP (n=21) foi 57 meses
(IQR:38,8-142,4). No seguimento, ndo houve melhora das deficiéncias enddcrinas e novos
eixos foram afetados devido as complicaces ap6s os procedimentos cirargicos. Houve
aumento das complicagdes endocrinas durante o seguimento: diabetes insipidus (DI) (19%
Vs 71,4%; p=0,0001), hipogonadismo (33,3% vs 66,6%; p=0,008), deficiéncia de GH (43%
Vs 71,4%; p=0,01), hipotireoidismo (43% vs 95,2%; p=0,0001), insuficiéncia adrenal (43%
vs 90,5%; p=0,0001). O ndmero de pacientes com pelo menos 3 eixos acometidos
aumentou de 38,1% para 85,7% (p=0,001). Similarmente, as manifestacdes hipotalamicas
foram mais comuns no seguimento: hipersonia (0 vs 21%; p=0,1), hiperfagia (14 vs 47 %;
p=0,01), mas nédo a obesidade (52,3% vs 57,1%; p=NS).

Recorréncia tumoral ocorreu na maior parte dos pacientes durante o seguimento, 26
(63.5%) e o tempo de progressao tumoral foi de 21 meses (8.6-42). Dois pacientes (5%)

foram a Gbito como consequéncia do tumor (Tabela 3).



4 Resultados 63

4.2-Avaliacdo molecular do gene CTNNBL1.

Mutacdo CTNNBL1 foi detectada em 29 aCFs (69%) da coorte completa (n=42).
Anélise por Sanger foi realizada em todas as amostras e detectou mutagdo em 19 (45%)
aCFs. Sequenciamento de nova geracdo (NGS) foi realizado em 38 aCFs e detectou
mutacdo em 25 (66%). Foram detectadas 11 mutacdes missense no exon 3, codons 32, 33,
34, 37 e 41 e uma delecdo. A figura 5 demonstra o gene CTNNBL e representa a
localizag&o das mutagOes encontradas. As figuras 6 mostra eletroferogramas resultantes

da reacéo de sequenciamento do gene CTNNB1 de um paciente da amostra.

[:ﬂ_:] [ N | okl BN Em BN BN SiaplTReE  EEe- = .. GTPEEEE BN W ERDY NN B En e

o[ W RIBR

T
33 A0 3m 400 1] Gan T T3l aa
CTHHEL # Mhutacio »osserse mas flequents 2 Repeticdes awadiio

Figura 5- Representacdo esquematica do gene CTNNBL e proteina codificada. (a) cromossomo 3 e
localizacdo do gene CTNNB1, regido 3p21. (b) transcrito CTNNB1, composto por 15 exons, em
destaque para o exon 3 que codifica a por¢cdo amino-terminal da proteina R-catenina. (c) R-catenina
representada pelos 781 aminoacidos (aa), repeticdes armadillo na porcdo central e as mutacGes
detectadas na porgdo amino-terminal, residuos serina e treonina. Em destaque ( ® ) as mutacdes
missense mais comuns encontradas.
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Figura 6- Eletroferogramas do sequenciamento da regido de fosforilagéo pela GSK-

3 do gene CTNNBL. (A) sequéncia forward selvagem (paciente 4). (B) mutagdo
missense, C >T, p.S37F (paciente 3).

A tabela 4 demonstra as caracteristicas demograficas (idade e sexo) da amostra
completa(n=42) e as caracteristicas clinicas e hormonais da coorte FMRP, quanto &
presenca de mutacdo no gene CTNNBL1. No grupo mutado (n=29), 13 (45%) eram do sexo
feminino. A idade do diagnéstico no grupo mutado foi 12,5 anos (IQR: 6,7-21,5) e no ndo
mutado 22 anos (IQR: 13-28,5), (p=0,08). No grupo com diagnéstico mais precoce (< 15
anos de idade; n=20), 3 (15%) ndo apresentavam mutacgéo (gene selvagem) e 17(85%) eram
CTNNB1 mutados (p=0,04), portanto a presenca da mutagdo CTNNB1 foi mais comumente
detectada nos individuos mais jovens.

N&o houve diferenga na apresentacao clinica quando avaliados os sinais e sintomas:
cefaleia, vomitos, convulsdo, déficit neurologico focal, hipersonia, hiperfagia e z-score do
IMC entre aCFs apresentando CTNNB1 selvagem ou mutado.
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Tabela 4- Caracteristicas demograficas da amostra dos pacientes com craniofaringioma
adamantinomatoso e caracteristicas clinicas e hormonais da coorte FMRP-USP, quanto a
presenca de mutagdo no gene CTNNB1.

Selvagem CTNNB1 mutado
n (%) n (%)

Amostra completa (n=42) 13(31) 29(69)
Sexo F: 9 (69) 13(45) p=0,2

M: 4 (21) 16(55)
Idade (anos) 22(13-28,5) 12,5(6,7-21,5) p=0.08
mediana[Q1-Q3]
Idade <15 anos 3(23) 17(58) p=0,04
Manifestacdes Clinicas n (%)?
Cefaleia 4/5(80) 13/16(81) p=0,5
Voémitos 1/5(20) 5/16(31) p=1
Convulséo 1/5(20) 3/16(19) p=0,5
Alteracéo visual 3/5(60) 9/16(56) p=1
Déficit neurolégico focal 0 1/16(6,2) p=1
Coma 0 1/16(6,2) p=1
Hiperfagia 1/5(20) 2/16(12,5) p=0,5
z-score do IMC >1 4/5(80) 7/16(44) p-0,2
Alteracdes endécrinas®
Hipopituitarismo? 4/5(80) 12/16(75) p=1
Diabetes Insipido 0 4/16(25) p=0,5
LH/FSH 2/5(40) 5/16(31) p=0,3
GH 2/5(40) 7/16(44) p=1
TSH 2/5(40) 7/16(44) p=0,6
ACTH 2/5(40) 7/16(44) p=0,6
3 eixos afetados 2/5(40) 6/16(37) p=0,6

abQs dados correspondem a amostra de 21 pacientes acompanhados na FMRP, desses 5
eram tipo selvagem e 16 CTNNB1 mutados. Pelo menos um eixo afetado. GH: horménio
do crescimento; TSH: hormonio tireotréfico; ACTH: hormodnio corticotr6fico; LH:
hormonio luteinizante; FSH: hormonio foliculo-estimulante.

A tabela 5 apresenta as caracteristicas radiologicas dos craniofaringiomas

relacionadas a presenca ou ndo da mutacdo no gene CTNNB1. N&o houve diferenca entre

0s aspectos radioldgicos do tumor: composigdo (cistica, sélido-cistica, sélida), presenca de

calcificagdes, maior dimensao, volume e tipo de invasao hipotalamica entre os pacientes

que apresentavam CTNNBL tipo selvagem ou mutado.



4 Resultados 66

Tabela 5- Caracteristicas radioldgicas dos tumores dos pacientes com craniofaringioma
adamantinomatoso na presenca ou auséncia da mutacdo CTNNB1.

CTNNBL1 Selvagem CTNNB1 mutado
n (%) n (%)
Amostra 13 (31) 29 (69)
Caracteristicas do tumor
Solido-cistico 11(85) 27(93)
Cistico 0 1(3,4) p=0,3
Sélido 2(15) 1(3,4)
Imagem com calcificagdes 12(92) 27(93) p=1
Maior eixo tumoral (mm) 32 (22-45) 38 (31-47) p=0,4
mediana[Q1-Q3]
Volume tumoral 9,2 (3,3-30,7) 14,4 (6,8- 33) p=0,5
mediana[Q1-Q3]
Invasdo hipotalamical
Tipo 0 1(7,5) 3(10) 0=08
Tipo 1 1(7,5) 3(10) ’
Tipo 2 11 (85) 23 (80)

!Conforme PUGET et al., 2007: tipo 0- hipotalamo n&o afetado, tipol- hipotalamo
deslocado pelo tumor, mas ndo invadido, tipo 2- invasdo e infiltracdo do hipotalamo.

A tabela 6 apresenta as caracteristicas de tratamento e também desfechos clinicos
relacionados a presenca ou auséncia da mutacdo CTNNB1. Néo houve diferenca entre o
tipo de abordagem cirdrgica (transesfenoidal/transcraniana), a extensdo da ressec¢do
(parcial/total), o nimero de cirurgias, a necessidade de radioterapia entre os aCFs com
CTNNB1selvagem ou mutado.
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Tabela 6-Tratamento e desfecho dos tumores dos pacientes com craniofaringioma na
presenca ou auséncia da mutacdo CTNNB1.

Selvagem CTNNB1 mutado
n (%) n (%)
Amostra avaliada CTNNB1 13(31) 29(69)
n=42
Tratamento
Abordagem cirurgica®
Transesfenoidal 2(15) 6(23) p=0,7
Transcraniana 11(85) 21(77)
ResseccédoP®
Parcial 11(85) 22(79) p=0,7
Total 2(15) 6(21)
NUmero de Cirurgias®
1 6(50) 9(32)
2 5(42) 10(36) _
3 0 4(14) p=0.7
4 1(8) 4(14)
5 0 1(4)
NUmero de cirurgias (> 1) 6(50) 19(68) p=0,2
Radioterapia 6(46) 16(55) p=0,5
Tempo de seguimento (meses) 60(44-122) 54(37-85) p=0.7
mediana[Q1-Q3]
Recorréncia 6(46) 20(72) p=0,1
Obito 0 2(6) p=1

!Dados da coorte completa (n=42). **¢ Dados faltantes de 2 pacientes na abordagem cir(rgica, 1 paciente
na resseccado e 2 em nimero de cirurgias. ?Recorréncia definida como crescimento ou reaparecimento do
tumor, ap6s a cirurgia inicial. 3Tempo para progressdo definido como tempo em meses entre a cirurgia
inicial e a necessidade de um novo procedimento ou cirurgia.

O tempo de seguimento nos pacientes com aCFs CTNNB1 mutados foi de 54 meses
(IQR:37-85) e nos CTNNB1 tipo selvagem foi de 60 meses (IQR: 44-122) (p=0,7). Em 42
pacientes avaliados, recorréncia foi observada na maior parte dos pacientes 26 (64%). No
grupo que apresentou recorréncia 20 (77%) eram CTNNB1 mutados e 6 (23%) eram
CTNNB1 tipo selvagem (p=0,1). O método de Kaplan-Meir demonstrou que a mediana do
tempo de progressédo (TP) dos aCFs mutados foi de 18 meses, enquanto o tipo selvagem
apresentou mediana de 37 meses sem diferenca estatisticamente (p=0,27). A figura 9

apresenta as curvas do tempo de progressdo comparadas pelo Log-rank teste.
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Figura 7-Tempo de progressdo (TP) na presenca ou auséncia da mutacdo CTNNB1. A
mediana do TP foi de 37 meses no grupo selvagem e 18 meses no grupo mutado (p=0,27).

O diagndstico de hipopituitarismo isolado, com deficiéncia do eixo gonadal,
somatotrofico, tireotrofico, corticotrofico, a presenca de diabetes insipido, ou a deficiéncia
de pelo menos 3 eixos, assim como o z-score do IMC néo foram diferentes entre os tumores
CTNNB1 selvagem ou mutados, tanto na apresentacdo diagnéstica quanto na ultima

avaliacdo do seguimento (Tabela 7).
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Tabela 7- AlteracGes clinicas e endocrinoldgicas observadas na ultima avaliagdo dos
pacientes com craniofaringioma adamantinomatoso relacionadas a presenca ou auséncia da
mutacdo CTNNBL.

Selvagem CTNNB1 mutado

n (%) n (%)
Amostra avaliada CTNNB1 (n=21) 5(24) 16(76)
Alteracdes endocrinas! n (%)
Diabetes Insipido 3 (60) 11 (73) p=0,7
LH/FSH 4 (80) 9 (60) p=0,3
GH 3 (60) 11 (73) p=0,7
TSH 5 (100) 14 (93) p=0,3
ACTH 5 (100) 13 (86) p=0,5
3 eixos afetados 5 (100) 12 (80) p=1
ManifestacGes clinicas n (%)
Hipersonia 0(0) 4 (25) p=0,5
Hiperfagia 1 (20) 8 (50) p=1
z-score do IMC >1 4 (80) 8 (50) p=0,3

! Dados faltantes de 1 paciente do grupo CTNNB1 mutado nas alteracdes enddcrinas na Ultima avaliagdo,
GH: hormonio do crescimento; TSH: hormdnio tireotr6fico; ACTH: hormdnio corticotréfico; LH:
horménio luteinizante; FSH: horménio foliculo-estimulante.

4.3-Avaliacdo molecular da regido promotora do gene TERT (TERTDp) e avaliacédo do

comprimento telomérico.

N&o observamos mutacdo na regido promotora do gene TERT em nenhuma das 42
amostras estudadas (Apéndice 3). A figura 8 mostra eletroferogramas resultantes da reacao
de sequenciamento dos hotspots do TERTp.
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Figura 8-Eletroferogramas do sequenciamento da regido promotora do gene TERT
(pacientes 3 e 4). (A) sequéncia selvagem, evidenciando regido de hotspot 146 pares de
base(pb) a montante do sitio de inicio ATG. (B) sequéncia selvagem, evidenciando
regido de hotspot 124pb a montante do sitio de inicio ATG.

O comprimento telomérico estimado pela razdo telébmero/single gene (T/S) foi
avaliado em tumores de 37 pacientes, cujas amostras estavam disponiveis. Como grupo, a
mediana da razdo T/S foi de 0.454 (1QR:0,338-0,661), com 19 (51%) dos pacientes do sexo
feminino. A Figura 9 apresenta o comprimento telomérico distribuido quanto ao género. A
mediana da razdo T/S foi de 0,505 (IQR:0,441-0,758) para o sexo feminino e 0,392
(IQR:0,287-0,574) para o masculino (p=0,005).
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Figura 9- Comprimento telomérico (razdo T/S) em pacientes com craniofaringioma
adamantinomatoso distribuidos quanto ao género.

A Tabela 8 apresenta as caracteristicas clinicas e hormonais ao diagndstico dos
pacientes com craniofaringioma relacionadas ao comprimento telomérico. O grupo com
diagnostico mais precoce (<15 anos na mediana da idade) ndo teve comprimento
telomérico diferente do grupo com maior idade. Nd houve diferenca quanto ao
comprimento telomérico em relagdo a presenca dos sinais e sintomas clinicos ao
diagnéstico: cefaleia, vomitos, convulsao, déficit neuroldgico focal, hipersonia, hiperfagia
e z-score do IMC.
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Tabela 8- Caracteristicas clinicas e hormonais ao diagndstico dos pacientes com
craniofaringioma adamantinomatoso relacionadas ao comprimento telomérico.

Comprimento
telomérico (T/S)

(mediana)
Sexo F (19) 0,505 p=0.005
M (18) 0,392
Idade de diagnostico (anos) <15 anos (17) 0,443 p=0.9
>15 anos (20) 0,478
Manifestagdes Clinicas!
Cefaleia Sim (17) 0,419 p=0.5
Néo (4) 0,296
Vomitos Sim (6) 0,427 p=0,6
Néo (15) 0,391
Convulséo Sim (4) 0,309 p=0,2
Néo (17) 0,414
Alteracéo visual Sim (12) 0,430 p=0.9
Nao (9) 0,392
Déficit neurolégico focal Sim (1) 0,395 p=0.7
Néo (20) 0,419
Coma Sim (1) 0,412 p=0.7
Néo (20) 0,470
Hiperfagia Sim (3) 0,430 p=0.1
Néo (18) 0,265
z-score do IMC >1 Sim (11) 0,419 p=0.9
Néo (10) 0,365
Alteracdes enddcrinas?
Hipopituitarismo?® Sim (16) 0,419 p=0,5
Nao (5) 0,443
Diabetes Insipido Sim (4) 0,339 p=0.1
Néo (17) 0,443
LH/FSH Sim (7) 0,332 p=0,5
Nao (14) 0,442
GH Sim (9) 0,419 p=0,7
Néo (12) 0,440
TSH Sim (9) 0,430 p=0,5
Néo (12) 0,419
ACTH Sim (9) 0,419 p=0,5
Néo (12) 0,431
3 eixos afetados Sim (8) 0,367 p=0,4
Néo (13) 0,441

GH: hormonio do crescimento; TSH: hormonio tireotréfico; ACTH: hormonio corticotréfico; LH:
horménio luteinizante; FSH: horménio foliculo-estimulante. 20Os dados de manifestacdes
clinicas e alteragGes enddcrinas correspondem a amostra de pacientes acompanhados na FMRP-
USP.
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A tabela 9 apresenta as caracteristicas radioldgicas dos craniofaringioma
relacionadas ao comprimento telomérico (T/S) dos tumores. Nao houve diferenca quanto a
composicdo do tumor (cistica, solido-cistica, solida), a presenca de calcificacdes, a
dimens&o maior que 38 mm (baseado na mediana), ao volume maior que 13 cm? (baseado

na mediana) e o tipo de invasdo hipotalamica tumoral com o comprimento telomérico.

Tabela 9- Caracteristicas radioldgicas dos tumores de pacientes com craniofaringioma
adamantinomatoso relacionadas ao comprimento telomérico.

Comprimento
telomérico (T/S)

(mediana)
Caracteristicas do tumor?
Cistico 1 0,758 p=0,2
Sélido-cistico 34 0,442
Sélido 2 0,727
Imagem com calcificagdes Sim-35 0,419 p=0,7
Né&o-2 0,385
Comprometimento hipotalamico Tipo 0 e tipol (7) 0,419 p=0,98
Tipo 2 (30) 0,443
Maior eixo tumoral baseado na >38 mm (19) 0,441 p=0,2
mediana (38 mm) <38 mm (18) 0,539
Volume tumoral baseado na >13cm?(19) 0,454 p=0.7
mediana (13cm?) <13cm? (18) 0,486

10s dados correspondem a coorte que teve comprimento telomérico avaliado (n=37).

A tabela 10 apresenta a relacdo entre o tratamento e os desfechos nos pacientes com
craniofaringioma em relacdo ao comprimento telomérico (T/S). Ndo houve diferenca em
relacdo ao tipo de tratamento, a via de acesso cirurgico (transesfenoidal/transcraniana), a
extensdo da resseccdo (parcial/total) e a necessidade de mais de 1 cirurgia ou de
radioterapia e o comprimento telomérico. Ainda, nos 37 pacientes avaliados, ndo houve
diferenga entre a taxa de recorréncia e o tempo de seguimento em meses com O
comprimento telomérico. No entanto, observamos que os pacientes com aCF com a
mutacdo no CTNNB1 apresentaram menor comprimento telomérico que os pacientes sem
mutacéo (T/S 0.441 vs 0.607; p=0,04).
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Tabela 10- Caracteristicas do tratamento e dos desfechos e a presenca da mutacao
CTNNB1 em pacientes com craniofaringioma adamantinomatoso e comprimento
telomérico (T/S).

Comprimento
telomérico (T/S)

(mediana)
Amostra avaliada (n=37) 0.454 (IQR:0,332-0,677)

Abordagem cirurgica Transesfenoidal (8) 0,375 p=0,5
Transcraniana (29) 0,502

Ressecgdo cirurgica Total (6) 0,419 p=0,1
Parcial (31) 0,505

Namero de cirurgias Apenas 1 (14) 0,479 p=0,7
>1 cirurgia (23) 0,443

Radioterapia Sim (21) 0,443 p=0,8
Né&o (16) 0,470

Recorréncia’ Sim (22) 0,442 p=0,5
Né&o (15) 0,503

Tempo para progressdo(meses)? 29,9 >0,45 p=0,8
23,5 <0,45

Mutagdo CTNNB1 Ausente (10) 0.607 p=0,04
Presente (27) 0.441

'Recorréncia definida como crescimento ou reaparecimento do tumor, apds a cirurgia inicial. -
2Tempo para progressao(TP) definido como tempo em meses entre a cirurgia inicial e a
necessidade de um novo procedimento ou cirurgia. TP avaliado pelo Método de Kaplan-Meir e
Log-Rank teste. Comparando o TP do grupo com a razdo do comprimento telomérico maior
gue a mediana (mediana T/S =0,45) e o grupo com T/S menor que a mediana.

Para nivel de comparacao, dividimos os 37 tumores que tinham tanto a avaliacéo
para a mutacdo CTNNB1 quanto para o comprimento dos teldmeros em 2 grupos: com T/S
< ou >0,45 a mediana do grupo (0.454) os quais foram classificados como grupo com
comprimento de telédmero mais curto ou mais longo, respectivamente.

Comparamos as caracteristicas clinico-patoldgicas, radiologicas, de tratamento e de
seguimento entre esses dois grupos e ndo foram observadas diferengas entre 0s grupos,
Ainda, o método de Kaplan-Meir demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente
significante (p=0,8) entre o tempo de progressao (23,5 vs 29,9 meses; p=0,8) entre 0 grupo
com telébmeros curtos (T/S <0,45) e telomeros longos (T/S>0,45). As curvas foram
comparadas pelo Log-rank teste e apresentadas na Figura 10. Ndo foram observadas
diferenca quanto a prevaléncia de hipopituitarismo anterior, presenca de diabetes insipido
e z-score do IMC entre os tumores com razdo T/S <0,45 ou >0,45 tanto na avaliagdo ao

diagndstico quanto na ultima avaliagdo do seguimento.
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Figura 10- Tempo de progressdo do tumor (em meses) em relacdo ao comprimento
telomérico (razdo telébmero/single gene:T/S) em pacientes com craniofaringiomas
adamantinomatosos. A mediana foi de 29,9 e 23,5 meses nos grupos T/S >0,45 ¢ T/S <
0,45, respectivamente (p=0,27).

No grupo de 37 tumores avaliados para mutacdo CTNNBL e razdo do comprimento
telomérico (T/S), 27 foram mutados para CTNNB1 e apresentaram comprimento
telomérico menor que os aCFs ndo mutados (0.441, IQR: 0,297-0,597 vs 0.607,
IQR=0.445-0.778; p=0.04; Figura 11). Em uma analise multivariada, a idade nao
influenciou significativamente o comprimento telomérico (p=0,7) engquanto a mutagédo

CTNNB1 manteve-se associada ao comprimento telomérico (p=0,04).
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Figura 11-Comprimento telomérico (razdo tel6bmero/single gene - T/S) em pacientes com

craniofaringiomas adamantinomatosos na auséncia e na presenca de mutacdo no gene CTNNB1
(p=0,04).
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A presente amostra foi de 42 pacientes portadores de aCF, sendo 52,3% do sexo
feminino. N&o encontramos diferenca quanto ao género, semelhante as diversas series da
literatura (BASKIN et al., 1986; BUNIN et al., 1998; HUKIN et al., 2005; DEKKERS et al.,
2006; HAUPT et al., 2006). A mediana da idade ao diagnostico foi 15 anos. Ndo observamos
distribuicdo bimodal com um pico entre 5 e 10 anos e outro a partir da quinta década como
descrito na literatura (BARBOSA et al., 2002; BUNIN et al., 1998), provavelmente, pela
selecdo de CF apenas adamantinomatosos, ja descritos como mais prevalentes em criangas. Na
maioria das casuisticas, cerca da metade dos casos sdo diagnosticados em adultos (BUNIN et
al. 1998; KARAVITAKI et al., 2006; Baskin et al. (1986). Em nossa casuistica, 57% dos
pacientes tinham menos de 18 anos de idade. Em uma grande série com 121 pacientes com
craniofaringioma, apenas um terco (34,7%) dos individuos eram menores de 16 anos
(KARAVITAKI et al., 2005).

Dentre os sintomas usuais de apresentacdo do craniofaringioma estdo aqueles
associados a hipofuncdo hipofisaria, variando de 54 — 100%, segundo revisdo da literatura
(KARAVITAKI et al., 2005). No presente estudo, hipopituitarismo foi diagnosticado em 76%
pacientes. Um terco dos pacientes tiveram pelo menos 3 eixos comprometidos ja ao diagnostico.
Obesidade foi observada em 52%, enquanto cefaleia e alteracdo de campo visual foram
sintomas muito frequentes, respectivamente em 81% e 57%. Essas porcentagens s&o
semelhantes aos estudos de diferentes series da literatura (MULLER, 2015; MULLER et al.,
2017). Sintomas de efeito de massa, cefaleia, alteracdo visual, hipopituitarismo e obesidade sdo
frequentes j& ao diagndstico, e geralmente sdo sinais de tumores invasivos.

Nossa casuistica era formada por pacientes que em 81% dos casos apresentavam tumor
maior que 30 mm e que 81% tinham invasdo hipotalamica tipo 2, concordantes com a
observacdo de doenca grave (WIJNEN et al., 2018). Esses autores ponderaram que a grande
morbidade nos CF de inicio na infancia quando comparados com CF de inicio no adulto poderia
ser explicado pelas caracteristicas do tumor. O tratamento dos aCF é baseado em cirurgia,
direcionada pela experiéncia da equipe e pelo grau de invasao do hipotdlamo. A mortalidade
cirdrgica é baixa, mas a propria lesdo hipotalamica e os procedimentos de tratamento podem
aumentar a morbidade. AlteracOes da fome/saciedade e obesidade, déficit cognitivo, alteracdes
visuais e hipopituitarismo, resultam em perda de qualidade de vida (Qol) (NOGUEIRA et al.,
2015). Nossos pacientes apresentaram elevada morbidade evidenciada tanta pelas deficiéncias
hormonais, neuro-oftalmoldgicas e hipotalamicas quanto pela elevada recorréncia e nimero de

procedimentos que cada paciente necessitou; assim, 63,5% dos pacientes apresentaram
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recorréncia e 62,5% sofreram duas ou mais cirurgias. STERKENBURG et al., 2015 mostrou a
relacdo de invasdo hipotaldamica avaliada no pré-operatorio com obesidade e piora da qualidade
de vida em uma coorte de pacientes com craniofaringiomas de inicio na infancia. O tratamento
cirurgico rendeu sequelas, piorando ainda mais a porcentagem de hipopituitarismo chegando a
85% dos pacientes apresentarem faléncia de 3 eixos afetados. A deterioracdo dos déficits
endocrinos estd em concordancia com os dados de MORTINI et al., 2011.

A busca do conhecimento da patogénese molecular desses tumores tem como objetivo
a melhora do prognostico que pode ser alcangada com terapias direcionadas a patogénese dos
mesmaos, que proporcionem terapia-alvo e sejam armas juntamente com a cirurgia e radioterapia
(OTTE; MULLER, 2021). Os avangos da biologia molecular nos permitiram distinguir os CFs
como duas diferentes entidades. O pCF, que tem origem provavel em células escamosas da
haste e infundibulo hipofisarios, esta associado a presenca da mutacdo BRAFV600E que resulta
da ativacdo da via proteina quinase mitdgeno-ativada (MAPK) (BRASTIANOS;
SANTAGATA, 2016). No presente estudo, avaliamos apenas os aCFs, mais frequente na
populacdo pediatrica, cujos pacientes sdo, em grande parte dos casos, portadores de mutacao
CTNNBL1 que estabiliza a B-catenina e leva a ativacao da via Wnt.

Nosso laboratoério tem estudado os eventos moleculares associados aos aCFs. A andlise
molecular de trés fatores de transcricdo HESX1, PROP1 e POUI1F1, envolvidos no
desenvolvimento do lobo anterior da hipofise, além do gene CTNNB1, corregulador da
atividade transcricional de PROP1 e cujas mutacGes ja foram descritas em craniofaringiomas
(OLSON et al., 2006), foram estudadas. Observamos que muta¢6es ou polimorfismos dos genes
HESX1, POUlF1 e PROP1, envolvidos na embriogénese da bolsa de Rathke e no
desenvolvimento e diferenciagdo da hipdfise, ndo parecem contribuir na etiopatogénese
molecular dos craniofaringiomas (CAMPANINI et al., 2010). No entanto, confirmamos a
presenca de mutagdes no gene CTNNBI, cuja prevaléncia em diferentes séries varia de 16% a
100% (SEKINE et al., 2002; KATO et al., 2004; BUSLEI et al., 2005; HOLSKEN et al.,
2009). A maioria das mutacdes do gene CTNNBL afeta sitios de fosforilacdo da serina ou
treonina codificados pelo exon 3, que codifica o sitio para a ligagdo do complexo de degradacao
da B-catenina. Ainda, em estudo prévio do nosso laboratério, estudamos a expressdo de 11
genes participantes da via Wnt candnica em aCF e demonstramos ativacdo da via Wnt como
um todo, e ndo apenas do gene da [B-catenina. Esta avaliacdo global envolveu genes
responsaveis por ligantes e sua interacdo com receptores (WNT4, DKK3, SFRP1), componentes

do complexo de degradacdo (AXIN, APC), um modulador da via (TP53), um ativador
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transcricional (TCF7) e genes alvo da acdo da B-catenina (TP53, MYC, CDH1) (JUCA et al.,
2018b)

Em nossa casuistica atual, observamos a presenga de mutagdes no gene CTNNB1 em
69% das amostras quando avaliadas pela técnica de Sanger ou NGS. A mutacdo no gene
CTNNB1 foi encontrada em 45% dos tumores em andlise por Sanger e em 66% quando
empregado NGS, concordante com a literatura de que o sequenciamento de larga escala aumenta
a eficdcia metodoldgica para deteccdo de mutacbes (APPS; MARTINEZ-BARBERA, 2016).
As mutacOes missense p.D32N e p.S33F foram as mais frequentes, detectadas em 7 e 6 aCFs
respectivamente. O presente trabalho detectou 11 diferentes mutacdes missense, nove dessas
mutacdes ja tinham sido descritas previamente pelo nosso grupo (CAMPANINI et al., 2010;
JUCA et al., 2018b). A presenca da mutacio foi mais comum nos pacientes com diagndstico
mais precoce (< 15 anos de idade) comparado com um grupo com diagndstico mais tardio. No
grupo mais jovem; 15% apresentavam o tipo selvagem enquanto 85% eram CTNNB1 mutados.

Comparando o grupo mutado e ndo mutado ndo encontramos diferencas em relacéo as
variaveis clinicas na apresentacdo diagndstica e nos aspectos radioldgicos, incluindo tamanho
e invasao hipotalamica. Nao observamos também diferencas no nimero de cirurgias e no tempo
de progressdo da doenca. No entanto houve uma tendéncia dos pacientes mutados apresentarem
maior taxa de recorréncia. HARA et al., 2018 utilizando NGS, similarmente ao nosso estudo,
detectou a mutacdo CTNNB1 em 70% dos tumores, porém também nado encontraram diferencgas
nas manifestacdes clinicas, caracteristicas do tumor, incluindo tamanho, tratamento e
desfechos, inclusive recorréncia. No entanto, quando excluiu os pacientes que se submeteram
a radioterapia, encontrou maior tempo de sobrevida livre de progressdo da doen¢a no grupo ndo
mutado (HARA et al., 2018). Estudos anteriores também ndo mostraram associacdo entre
presenca de mutacao e tamanho tumoral, invasao hipotalamica, nimero de cirurgias e tempo de
progressdo da doenca; no entanto, mostraram que a recorréncia (JUCA et al., 2018b) e a piora
da sobrevida geral (LI et al., 2015) estavam relacionadas aos tumores com maior marcagao
nuclear da p-catenina.

Na tentativa de melhor esclarecer a contribui¢do da funcdo telomérica na tumorigénese
dos aCF, no presente estudo avaliamos a presenca da mutagdo na regido promotora do gene
TERT (pTERT), nos hotspots 228 C>T e 250C>T, localizados a —124 ¢ —146 pares de bases
distantes a montante do sitio iniciador da transcricio ATG. Nao encontramos mutacdo em
nenhuma das 42 amostras estudadas. Até recentemente ndo havia descri¢do na literatura da
contribuicdo da mutagcdo pTERT em craniofaringiomas. FUJIO et al., 2021 mostraram em um
grupo de 42 CF (21 aCF e 21 pCF) auséncia da mutacdo pTERT em todas as amostras. Esses
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autores também avaliaram o padrdo de metilacdo em uma subpopulacdo de 24 CF. Entre esses,
14 (58%) apresentaram metilacdo do pTERT, porém sem correlagcdo com agressividade (FUJIO
et al., 2021). No referido estudo, apenas 21(50%) dos tumores eram aCF e ndo houve avaliacdo
de outros aspectos da biologia dos teldmeros como comprimento telomérico e expressdo génica
de TERT.

A regido promotora do gene TERT tem papel importante no cancer. Pesquisas de
genoma identificaram mutagdes com ganho de funcdo na regido promotora do TERT. Essas
mutacdes C250T e C228T sdo mutualmente excludentes e se localizam a 146 e 124 pares de
bases a montante do sitio iniciador de transcricdo ATG. Produzem um sitio de ligagao de fatores
de transcri¢do da familia ETS/TCF que ativam TERT (BELL et al., 2016; KYO et al., 2008).
Sdo as mutagdes somaticas ndo-codificantes mais comuns no cancer. Por exemplo, 83% dos
glioblastomas, 67% dos melanomas, 59% dos canceres de bexiga apresentam mutacGes no
promotor do TERT. Além delas, a metilacdo do TERT ou ganho do nimero de cdpias também
foram associadas com hiper-regulacdo da expressdo de TERT (BARTHEL et al., 2017).
Mutacdo do pTERT ja foi descrita em melanomas, tumores do sistema nevoso central (SNC),
especialmente gliomas, cancer de tiroide, bexiga, hepatocarcinoma. (LEE et al., 2016;
VINAGRE et al., 2013). Ainda, nesses tumores, a presenca da mutacdo no TERT estava
relacionada a agressividade tumoral (FUJIO et al., 2021; JURATLI et al., 2017; MACEROLA
etal., 2015; MELO et al., 2014; RUSINEK et al., 2018; SHI et al., 2015). Apesar de importancia
das mutacdes somaticas no TERTp serem comuns em diferentes tipos de cancer, ndo parece ter
importancia na patogénese molecular dos aCFs.

Nossa pesquisa também avaliou a fungdo telomérica nos aCFs. BODNAR et al., 1998
mostraram que a expressdo de TERT em culturas de fibroblastos humanos manteve o
comprimento de teldmeros e estendeu sua capacidade replicativa. Assim, a telomerase conferia
imortalidade celular, uma caracteristica do cancer. Essa observacao abriu um campo importante
de pesquisa desse mecanismo molecular no cancer. Assim como varios grupos demonstraram
que teldmeros curtos s@o mais encontrados no cancer do que nos tecidos normais e que a
atividade da telomerase esta mais ativa em canceres que em tecidos normais (HASTIE et al.,
1990; PIATYSZEK et al., 1995). Sem a telomerase, o ciclo alternante de alongamento e
encurtamento dos teldmeros € quebrado. Consequentemente, os telémeros encurtam
progressivamente e uma fracdo gradual das células abandona o ciclo celular para a senescéncia.

Na nossa amostra, avaliamos o comprimento telomérico (T/S), e comparamos entre 0s
géneros; observamos que o comprimento telomérico foi menor nos individuos do sexo

masculino. Nossos dados confirmam os achados da literatura que demonstraram em varios
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estudos que o comprimento telomérico € maior no sexo feminino. GARDNER et al., 2014 em
uma revisdo sistematica e metandlise confirmaram que também em individuos sadios o
comprimento telomérico € maior no sexo feminino (GARDNER et al., 2014).

Ainda ndo esta completamente esclarecido como o comprimento dos telémeros ou a
ativacdo da telomerase podem influenciar o comportamento dos craniofaringiomas. O presente
estudo é o primeiro a avaliar o comprimento telomérico em uma grande amostra de aCFs
humanos e sua relacdo com parametros clinicos. Nao encontramos diferenca no comprimento
dos telébmeros em relacdo as caracteristicas clinico-patolégicas, tratamento e desfechos. Uma
possibilidade para explicar nosso achado é que a maioria de nossos pacientes apresentava uma
doencga agressiva, 0 que pode ser considerado uma limitacdo deste estudo. Talvez, se nossa
amostra fosse composta por tumores com diferentes graus de invasividade, diferencas
bioldgicas pudessem ser reveladas, como ja foi bem estabelecido em relacdo ao cancer
colorretal (HASTIE et al., 1990b).

Um dado interessante, que correlaciona as vias de sinalizacdo WNT e a biologia dos
teldmeros foi 0 achado do comprimento telomérico menor nos pacientes com aCF mutados para
0 gene CTNNB1, o que poderia contribuir para a progressdo tumoral mais precoce observada
nos aCFs CTNNB1 mutados. Utilizando um modelo murino de aCF, telémeros mais longos
foram observados em células do cluster de p-catenina do que nas células circundantes, o que é
uma caracteristica de células progenitores/tronco pituitarias indiferenciadas. No entanto, uma
analise semelhante em algumas amostras de aCF humanas revelou telémeros mais longos nas
células circundantes em vez de células do cluster (ANDONIADOU et al., 2012). Esses autores
postularam que as células do cluster B-catenina de camundongos e humanos contém células de
divisdo lenta/quiescentes, uma caracteristica associada as células-tronco (GASTON-
MASSUET et al., 2011b). Curiosamente, estudos recentes usando quimeras de embrides de
zebrafish deficientes de telomerase em um modelo melanoma-predisposto observou que o
encurtamento do telémero da origem ao aumento da senescéncia e inflamacgdo sistémica
promovendo a tumorigénese de forma autdbnoma ndo-celular, assemelhando-se a origem dos
aCFs (GONZALEZ-MELJEM; MARTINEZ-BARBERA, 2021; LEX et al., 2020).

Telémeros encurtados apresentam efeito supressor da divisdo celular e estdo envolvidos
no blogueio de neoplasias via processo de crise e senescéncia. Tambeém, o fenotipo telémeros
curtos pode estar associado a patogénese de neoplasias independente do aumento da atividade
da telomerase. Na disceratose congénita, doenca genética causada por telémeros curtos e
defeitos na telomerase, ha uma incidéncia aumentada de cancer de cabeca e pescoco, leucemias
e linfomas (NIEWISCH; SAVAGE, 2019). Um estudo recente sugere um papel bidirecional do



5 Discussao 83

comprimento telomérico na aquisicdo de uma condicao pré-maligna para neoplasias mieloides,
hematopoiese clonal de significado indeterminado (CHIP) (NAKAO et al., 2021). Os autores
demonstraram que individuos com maior comprimento telomérico apresentaram maior chance
de CHIP, provavelmente pelo aumento da oportunidade de mutagdes, ja individuos com
diagndsticos da condicdo pré-maligna apresentavam teldmeros curtos. Assim, nossos achados
do menor comprimento telomérico em aCFs mutados CTNNBL, estudos da biologia telomérica
em aCF em modelos animais e em humanos, evidéncias dos efeitos paracrinos e da senescéncia
na tumorigénese, nos permitem formular a hipotese que telémeros longos em células
progenitoras/stem cells propiciam a diviséo e proliferacdo celular na presenca da mutacéo
CTNNBL. O encurtamento dos telémeros, nas fases avancadas, direcionam para o fenétipo de
senescéncia e estimulam, por efeitos locais e paracrinos, a proliferacdo tumoral ndo-autdbnoma.

E interessante enfatizar que ZHANG et al., 2012 utilizando células de cancer humano
mostraram que TERT é um alvo direto da via Wnt-beta catenina e que o complexo B-
catenina/TCF4 se liga no promotor do TERT e aumenta a atividade de telomerase,
estabelecendo a ligacdo entre essas duas vias importantes na origem e progressdo do cancer
(ZHANG et al., 2012). Em glioblastoma multiforme, BEHROOZ; SYAHIR, 2021 exploraram
a relacdo entre CD133, um marcador de células progenitoras de cancer, via Wnt/R-catenina e
TERT na tumorigénese. Segundo os autores, [3-catenina estimula a transcricdo de TERT
enquanto TERT atua como cofator para facilitar a transcricdo dos genes alvo da [3-catenina
(BEHROOZ; SYAHIR, 2021).

A partir dessas interacdes, varios compostos tendo como alvo os telémeros-telomerase
tem sido objeto de pesquisa. O Unico inibidor de telomerase sob desenvolvimento clinico é o
imetelstat, que é um oligo nucleotideo lipideo-conjugado complementar a sequéncia molde de
TERC (antagonista do molde da telomerase) (TEFFERI et al., 2015). O analogo nucleosideo 6-
thio-dG € incorporado aos teldomeros pela telomerase e ativa 0s mecanismos de reparo do DNA
e senescéncia ou crises apenas em celulas telomerase positiva (SUGARMAN; ZHANG,;
SHAY, 2019). Outra opgéo terapéutica foi com gene de adenovirus, como o Telomelysin/OBP-
301, em que a particula de adenovirus é expressa impulsionada pelo promotor do TERT,
promovendo efeito oncolitico nas células de cancer afetadas. Por ultimo, os inibidores de
tankyrase séo estudados como alternativa pois atuam na via TERT e na via Wnt, duas vias
comumente ativas no cancer. A tankyrase € um membro da familia poli ADP ribose polimerase
(PARP). Nos telémeros ela atua se ligando a TRF1 e promovendo sua PARilacao. TRF1 se
dissocia do DNA telomérico, sofre ubiquitinacdo e é encaminhado para degradagdo no

proteossomo. A telomerase é ativada e fica livre para alongar os teléomeros. O Inibidor da
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tankyrase bloqueia a PARilacdo do TRF1 e 0os mantém nos telémeros, contribuindo para
teldbmeros curtos. Na via Wnt a tankyrase se liga & AXIN1/2. A AXIN PARilada sofre
ubiquitinacdo e degradacdo proteossdmica. Os inibidores da tankyrase bloqueiam essa
PARilacdo e estabilizam a AXIN que, por sua vez, degrada R-catenina. Entdo inibidores de
tankyrase causariam diminuicéao da sinalizagcdo Wnt/[3-catenina. No entanto, mutacdes de ganho
de funcdo da B-catenina podem causar resisténcia a droga (HUANG et al., 2009; MASHIMA
etal., 2017). A interacdo entre a via Wnt/ B-catenina e os teldmeros abre a possibilidade dessas
drogas como alternativa de terapia alvo para aCFs recorrentes e invasivos. Drogas que atuam
no mecanismo da senescéncia, senoliticas, também estdo em desenvolvimento, visando o
mecanismo de desenvolvimento tumoral ndo-autdbnomo.

Em conclusdo, nossa série confirma a alta morbidade em pacientes com aCFs que
apresentam hipopituitarismo, obesidade, alteracdes neuro-oftalmoldgicas e tumores que
invadem o hipotalamo. Nossos dados sugerem que a presenca de mutacdes CTNNBL esta
associada a maior prevaléncia de recorréncia e progressao mais precoce da doenga. Por fim,
descartamos o envolvimento de mutac6es no TERTp na patogénese das aCFs. No entanto, o
comprimento dos teldmeros foi menor em aCFs com mutacdo em CTNNBL, evidenciando a
relagdo dessas vias na tumorigénese de aCFs. Esse conhecimento abre portas para o
desenvolvimento de medicamentos direcionados e medicina de precisdo no tratamento de

pacientes com aCF.
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Apéndice 1 — Caracteristicas clinicas e hormonais dos pacientes com craniofaringioma ao diagndstico.

Idade Idade Campo IMC
diagndstico atual Déficit Visual inicial Eixos

Paciente Sexo (anos) (anos) Cefaleia VOmitos Convulsdo Focal Coma Hipersonia Hiperfagia Alterado (kg/m?) afetados

1 F 13 22 S N N N N N N N 17,8 GH/LHFSH/TSH/ACTH

2 M 6 13 S N N N N N N S 23,4 GH

3 M 3 40 S N N N N N N N 18 AVP

4 M 15 21 S N N N N N N N 18,7 GH/LHFSH

5 M 11 17 S N S N N N S S 27,9 TSH/GH/ACTH/

6 M 15 22 S S S S N N S S 28,3 LHFSH/TSH/ACTH/AVP

7 M 21 32 S N N N N N N S 31 LHFSH/TSH/ACTH

8 M 7 13 N N N N N N S NA 16,8 GH/TSH/ACTH

9 M 20 39 N N N N N N N S 21,1 LHFSH

10 F 26 31 S N N N N N N N 30,8 LHFSH/TSH/ACTH

11 M 2 7 S N NA N N N N NA 17,2 TSH/GH/ACTH

12 M 19 28 S N NA N N N N S 23.8 TSH

13 F 8 16 NA NA NA N N N N S 26,5 ACTH

14 F 7 11 S S S N N N N S 12.4 AVP

15 M 16 30 N N N N N N N N 19,6  GH/LHFSH/TSH/ACTH/AVP

16 F 22 36 S N N N N N N S 333 Nenhum

17 M 6 22 S S N N N N N S 17,2 GH

18 F 11 26 S S N N S N N S 22,7 GH

19 F 5 21 S S N N N N N NA 15,9 Nenhum

20 M 6 22 S N N N N N N N 15,45 Nenhum

21 F 9 13 S S S N N N N S 24,2 Nenhum

22 F 25 33 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA

23 F 16 24 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA

24 F 71 78 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA

25 F 41 48 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA

26 M 14 21 NA NA NA NA N NA NA NA NA LHFSH

27 F 11 18 S NA NA NA N S NA S NA NA

28 F 23 29 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA

29 M 12 20 NA NA NA NA N NA NA NA NA GH

30 F 49 55 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA

31 M 7 13 NA NA NA S N NA NA S 14,9 nenhum
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32 F 34 41 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA
33 F 21 41 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA
34 M 31 37 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA
35 M 68 73 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA
36 F 4 10 NA NA NA NA N NA NA S NA NA
37 F 26 32 NA NA NA NA N NA NA S NA nenhum
38 M 5 10 NA NA NA NA N NA NA S NA NA
39 F 39 44 NA NA NA NA N NA NA S NA NA
40 F 53 57 S N N NA N NA NA S NA nenhum
41 M 55 57 NA NA NA NA N NA NA NA NA NA
42 F 3 6 NA NA NA NA N NA NA NA NA TSH/ACTH

S: sim; N: ndo; NA: ndo avaliado; GH: horm6nio do crescimento; TSH: hormonio tireotréfico; ACTH: hormonio corticotrofico; LH: hormonio luteinizante; FSH: hormdnio
foliculo-estimulante; AVP: horménio arginina-vasopressina.




Apéndice 2 - Caracteristicas radioldgicas dos pacientes com craniofaringiomas e presenca da mutagdo CTNNB1

Maior eixo Volume

Mutacdo  tumoral  tumoral Caracteristica Calcificacdo Comprometimento
Paciente CTNNB1 (mm) (cm?) da imagem tumoral hipotalamico

1 # 24 2,49  Solido-cistica S tipo 2
2 p.S33F 30 10 Solido-cistica S tipo 1
3 p.S37F 40 8 Sélido-cistica NA tipo 0
4 TS 32 6,08  Sdlido-cistica S tipo 2
5 p.S37F 56 48,4  Solido-cistica S tipo 2
6 p.D32N 48 38,6  Sdlido-cistica S tipo 2
7 TS 21 3,6 Sélido-cistica S tipo 0
8 p.D32Y 25 3,5 Solido-cistica S tipo 2
9 p.D32N 41 na NA NA NA

10 TS 20 3 Solido-cistica S tipo 1
11 p.S37F 17 1,43  Sélido-cistica S tipo 0
12 p.G34V 32 3 Solido-cistica S tipo 2
13 p.T41l 40 20,46  Solido-cistica S tipo 2
14 p.G34R 32 6,4 Sélido-cistica S tipo 2
15 p.S37C 31 na Solido-cistica S tipo 2
16 TS 42 13,04  Solido-cistica S tipo 1
17 TS 31 9,27  Sdélido-cistica S tipo 2
18 p.T41l 47 27,5  Solido-cistica S tipo 2
19 p.S33C 35 10 Solido-cistica N tipo 2
20 p.S33F 51 39 Solido-cistica S tipo 2
21 p.S33A 43 13,4  Solido-cistica S tipo 2
22 TS 45 22,95 Solida NA NA

23 p.S33F NA na Soélido-cistica S NA

24 TS NA na NA NA NA

25 p.D32N NA 22,68 NA NA tipo 2
26 p.D32N 35 7,24 Solido-cistica NA tipo 2
27 TS NA na Solido-cistica NA tipo 2
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28 p.G34V 24 2,7 Cistica NA NA

29 p.D32N 33 9,8 Sélido-cistica NA tipo 2
30 TS 45 38,61  Sdlido-cistica NA tipo2
31 p.S33F 113 343  Solido-cistica NA tipo 2
32 p.D32Y 56 75,69  Solido-cistica NA tipo 2
33 TS NA na Sélido-cistica NA tipo 2
34 TS NA na Solida NA tipo 2
35 p.S33F 41 24,1  Solido-cistica NA tipo 2
36 p.D32H 52 44,2  Solido-cistica NA tipo 2
37 TS 53 68,9  Solido-cistica NA tipo 2
38 p.D32N 31 14,4  Solido-cistica NA tipo 2
39 p.D32N 39 14,9 NA NA NA

40 p.S33C 38 26,7  Solido-cistica NA NA

41 p.S33F NA na NA NA tipo 2
42 TS NA 2,54 NA NA tipo 2

TS: tipo selvagem; NA: ndo avaliado; S:sim; N: ndo; Invaséo hipotalamica, segundo (PUGET et al., 2007) :
tipo 0- hipotdlamo néo afetado, tipol- hipotalamo deslocado pelo tumor, mas ndo invadido, tipo 2- invaséo e

infiltracdo do hipotalamo
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Apéndice 3 - Presenca da mutacdo do gene CTNNB1, comprimento telomeérico (T/S) e mutacéo da regido promotora do gene TERT (pTERT) nos
tumores dos pacientes com craniofaringioma

Comprimento

Mutacdo  telomérico Mutacao
Paciente CTNNB1 (T/S) pTERT
1 # NA ausente
2 p.S33F 0,297 ausente
3 p.S37F 0,419 ausente
4 TS NA ausente
5 p.S37F 0,235 ausente
6 p.D32N 0,256 ausente
7 TS 0,419 ausente
8 p.D32Y 0,275 ausente
9 p.D32N 0,296 ausente
10 TS 0,833 ausente
11 p.S37F 0,620 ausente
12 p.G34V 0,592 ausente
13 p.T41l 0,441 ausente
14 p.G34R 0,362 ausente
15 p.S37C 0,315 ausente
16 TS 0,454 ausente
17 TS 0,486 ausente
18 p.T41ll 0,412 ausente
19 p.S33C 0,443 ausente
20 p.S33F 0,365 ausente
21 p.S33A 0,734 ausente
22 TS 0,885 ausente
23 p.S33F 0,885 ausente

24 TS 0,760 ausente



25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

p.D32N
p.D32N
TS
p.G34V
p.D32N
TS
p.S33F
p.D32Y
TS
TS
p.S33F
p.D32H

p.D32N
p.D32N
p.S33C
p.S33F
TS

0,442
1,143
NA
0,758
0,597
0,678
0,535
0,502
0,313
0,569
0,291
0,677
NA
0,707
0,505
0,417
0,231
0,645

ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
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Apéndice 4 - Caracteristicas do seguimento e tratamento dos pacientes com craniofaringioma.

Tempo de NUmero  Tempo
seguimento  Abordagem  Resseccdo de progressao
Paciente  (meses) cirdrgicainicial cirdrgica cirurgias (meses) Radioterapia
1 85 TransE TOTAL 2 41 N
2 52 TransC TOTAL 1 52 N
3 437 NA TOTAL 3 148 S
4 45 TransC PARCIAL 2 31 N
5 43 TransC PARCIAL 1 43 S
6 57 TransC PARCIAL 2 3 S
7 105 TransE TOTAL 1 17 N
8 41 TransC PARCIAL 2 9 N
9 203 TransE PARCIAL 2 140 N
10 27 TransE PARCIAL 1 8 N
11 37 TransC TOTAL 1 36 N
12 76 TransC PARCIAL 1 61 N
13 51 TransC PARCIAL 2 14 S
14 18 TransC PARCIAL 1 17 N
15 144 TranskE TOTAL 1 141 N
16 141 TransC TOTAL 1 136 N
17 165 TransC PARCIAL 2 38 N
18 86 TransC PARCIAL 3 10 S
19 156 Ventriculostomia PARCIAL 3 24 S
20 19 TransC PARCIAL 3 17 S
21 24 TransE PARCIAL 2 8 N
22 86 TransC PARCIAL 1 78 S
23 87 TransC PARCIAL 2 11 S
24 44 TransC PARCIAL NA 38 N
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

NA
73
74
98
73
44
52
9

228
60
62
51
55
50
23
18
84
24

TransC
TransC
TransC
TranskE
TransC
TransC
TransC
TransC
TransC
TransC
TranskE
TransC
TransC
TransC
TransC
TransC
NA
TransC

PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
TOTAL
PARCIAL
PARCIAL
TOTAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL
PARCIAL

-l>-l>l—\l—‘I—‘l—\-bl\.)l—\I'\)()'ICJ\)I’\)I\.)-J>I’\)-!>:Z>

NA
5
3

30

10

25
2

0.4
4

49

19
2

42

45

21

10

24

3

ZDNnZ0uununumunmonmumZununZzuumZ

TranskE: transesfenoidal; TransC: transcraniana; S: sim; N: ndo; Tempo para progressdo: definido
como 0 tempo entre a primeira cirurgia e a necessidade de uma nova cirurgia ou intervencao.
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Apéndice 5 — Termo de consentimento livre e esclarecido e para guarda de material biologico
utilizado na pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS B
DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campus Universitario - Monte Alegre - Ribeirdo Preto, SP
CEP 14048-900 - Fone: (16) 3602-1000 - Fax: (16) 3633-1144

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E PARA
GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO

Titulo da pesquisa: “Avalia¢do do papel da disfuncio telomérica na tumorigénese

dos craniofaringiomas”

Pesquisadores responsdaveis Profa. Dra. Margaret de Castro e José [talo Soares Mota

Instituicdo: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da
Universidade de Sao Paulo

Introducéo:

Craniofaringiomas sdo tumores que atingem o cérebro. Apesar de raros, sdo uma das
causas mais comuns de tumores cerebrais em criancas. Também atingem os adultos e o
tratamento envolve cirurgia na maioria das vezes. Apesar da evolug¢do dos tratamentos, pouco
se sabe ainda como sdo gerados esses tumores.

Vocé esta sendo convidado a ser voluntdrio(a) nesse estudo sobre craniofaringioma. A
pesquisa sera desenvolvida nesse Hospital sob a responsabilidade da Profa. Dra. Margaret de
Castro e do Dr José [talo Soares Mota. Para que vocé escolha se participard ou n3o, nds

explicaremos os objetivos, os riscos e os beneficios esperados da pesquisa.
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O gue vai acontecer durante o estudo:

Durante o seu tratamento vocé passou por cirurgia e uma pequena parte do

tumor foi identificada e armazenada para analises posteriores.

Com este pequeno pedago do seu tumor, os pesquisadores extrairdo e
avaliardo componentes importantes dessas amostras: o material genético (chamado
especificamente de DNA e RNA) e as proteinas. Com essas analises tentaremos descobrir
como comecam esses tumores. O restante do tumor nao utilizado por esta pesquisa sera
novamente armazenado. Caso no futuro este material seja utilizado para novas pesquisas, o

seu consentimento sera novamente solicitado.

Este pedaco ja foi retirado do tumor durante a cirurgia e ndo vai prejudicar em nada a
analise do tipo de tumor que ja foi feita. Ndo serd realizado nenhum novo exame ou

procedimento. Utilizaremos apenas esse pedaco do tumor que ja foi retirado.

Esse pequeno pedago do tumor esta armazenado em um biorrepositério denominado:
“Banco de amostras tumorais de pacientes com craniofaringeomas” criado no Hospital das
Clinicas de Ribeirao Preto da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-USP com a finalidade
de armazenar amostras de tumores de pacientes com craniofaringeomas, para fins de

pesquisa e andlise cientifica.

Quais sao os desconfortos e riscos do estudo:

O risco da participacdo neste estudo é de vocé se sentir obrigado a participar, no
entanto nds asseguramos que seu acompanhamento no Hospital continuard o mesmo se vocé

decidir participar ou ndo do projeto.

Quais sao os beneficios do estudo:

Com a avaliacdo do material do tumor, os pesquisadores tentardo responder
perguntas em relacdo a origem do craniofaringioma, ajudando a ciéncia a entender por que e

como esses tumores aparecem.



7 Apéndices 111

Contato para informagao:

Os pesquisadores responsaveis estao a disposicdao dos participantes da pesquisa e dos
seus familiares para esclarecer todas as duvidas. A qualguer momento, vocé pode entrar em
contato com os pesquisadores. O Dr José [talo Soares Mota pode ser encontrado pelo

telefone: (016)3602-2936. E-mail: joseitalomota@usp.br . A Profa. Dra Margaret de Castro

pode ser encontrada pelo telefone (016) 3315-3001. E-mail castrom@fmrp.usp.br

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa(CEP). O CEP do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo esta localizado dentro do
hospital; o nimero do telefone de contato é (16) 3602-2228 e o e-mail é cep@hcrp.usp.br.

Seu horario de funcionamento é das 8h as 17h, de segunda-feira a sexta-feira.

Termo de participa¢ao no estudo:

A participacdo neste estudo é totalmente voluntdria, vocé ndo é obrigado(a) a
participar. O seu tratamento e a atitude do seu médico para com vocé nao serdo afetados se
ndo fizer parte. A recusa em participar ndo afetara qualquer beneficio a que vocé tenha
direito. Se vocé decidir participar, precisara assinar um formulario declarando que deu seu
consentimento. Vocé poderd se retirar do estudo a qualquer momento, embora, para sua
prépria segurancga, seja aconselhavel que avise o investigador sobre sua intencdo. Se vocé
deixar de participar do estudo ndo haverd nenhum prejuizo a continuidade de seu tratamento

no ambulatério de Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto- USP.

Confidencialidade:

As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros voluntarios,

ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

Resultado do estudo:


mailto:joseitalomota@usp.br
mailto:castrom@fmrp.usp.br
mailto:cep@hcrp.fmrp.usp.br
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Quando os resultados desse estudo estiverem disponiveis, eles serdo publicados. Vocé

podera obter informagdes sobre estes resultados com seu médico.

Despesas:

Ndo haverad despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo haverda compensacdo financeira relacionada a sua

participagao.

Compromisso:

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos
propostos neste estudo, vocé tem direito a tratamento médico na Instituicdo. Seu médico

compromete-se a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Declaragao:

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo do papel da disfuncao telomérica na
tumorigénese dos craniofaringiomas”. Eu discuti com o Dr. José talo Soares Mota sobre a
minha decisdao em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos
do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servigo.
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(Paciente/Responsavel legal) (Assinatura)
Data:
(Testemunha) (Assinatura)
Data:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

(Pesquisador) (Assinatura)

Data:
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Apéndice 6 — Parecer consubstanciado do CEP HCRP-FMRP-USP.

@ _USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE Wm
= MEDICINA DE RIBEIRAQ
e PRETO DA USP -
PARECER CONSUESTANCIADD DO CEP

DADCE OO FROJETD DE FEEQUIZA
Thulo da Pecquica: " Avaliacio do papel da distunclo ieiomérica na tumoriginese dos cankofaringiomas™

Pecguicador: JOIE ITALD ZOARET MOTA

Arsa Temnatioa: Genébca Humana:
[Trata-ze de pesquisa envolendo Gendtca Humana gue rdo nemescia de andlke
ttica por parte da CONEP;)

Warcio: 2

CAAE: J9270919.5.0000.5:40

Inciitulgdo Proponanis: Hosplal das Clinkcas da Facuidade de Medicina de Sibero Preto da USF -
Patrocinador Principal: UNNVERZIDADE DE ZA0 PALULD

DADCE DO PARECER
Romaro do Panscer: £2.370.315

Aprecentagdo do Projeto;
Crankfarngiomas (CF) ooomer Ccom uma incidénca de 0,13 por 100000 pessocs-ano, sem dierenes de
orern. A ldsde de disgrdston Fﬂshaﬂdmhull;!u bimodal com picos de & — 14 & 65-74 anos.A foma
adsmantinomatosa (3CF) ocome predominantermente na infdnda, enquanto a Toma papllar (pSF) & vista
Quase gue exclusivarments o adulos. A ¥CF & mailo maks comum do que 3 pCP (rdaglo 901 Essas duas
tormas sio cinico-patologlcamends disintas. (1,4)4 pamgEnese dos craniofarrgiomas alnda nio &
fotaimente confecida. Um padrds iImunchistoquimica para catenina fol entonirsdo d= forma semshanbs =m
craniofaringiomas adaymaninomatoso, plomairicoma e cistos odoning#nicos calcfcados, mas dfemrente em
clsins da boisa de Rathke, craniofaringloma paplifero = adenoma de RipSfise am qual & cabenina est
ansente (42, 43 L4, Esha proieina ol Identficada como um comporends s=quendal da wia de h'msd..l-;!u
de sinal Wint gue reguia a profferagio celular, morfoicgla & deservohvimento (311 Mutagles no exon 3 do
game da b-cateninag CTHMS1 estlo presentes em cerca de 70% dos &CPs. Este e¥on conbém oS reskducs
criicos 2er & Thr gque sdo fosforiiados mo complexo de degradagio da b-catenina. Mutagles nestes
residucs evitam a formagSo do compleyn, levando a0 animuio da b-catening e, por corseguinte a um siral

Wit consShuthvamends atio Em 1971, Akxel Clownikov descreveu o Tendmeno da replcagio Incompieta do
DMA nas exiremidades Do cromosSomas,

Enderego:  CAMPUS LMVENSITARD

Balima: MONTE ALEONE CEP: |4 048500
[l = Huncipic: EHONAD PFHETO
Telfons: | |EEME00- IO Fan: (1E0535114 E-mal: csfeos um br

g U e £



7 Apéndices

@ _USP - HOSPITAL DAS
- CLINICAS DA FACULDADE DE ma
C= MEDICINA DE RIBEIRAO w
e FuRe PRETO DA USP -

Comminasgia 3 Fereos 48 B

chamados ieidmeros. Em 1255, Caml 'W. Grelder & Elzabeth Blisckbarm descobriram 3 endma responsdvel
p=in alongaments das extremidades do cromossoms estudando o prolozodrio Tefrhymera. (25] Chamaram
sy enzia omersse. Telomarase & uma snzma oo atividaecds de ranscripiase reversa qus maniis as
exiremidades do oromossomo adiclonando, na sytremidade 3 da fEa do ONA, sequenclias repetidas de
TTAGES durani= a rEpﬂ:al;El:l. A enzdma imclul um componesnte de RNA Elomerase (TERT) gue == liga 4
extremidade 3' do DA feiomérioo = & um molde para 2 adigho das bases repetidas; um componente de
proteina chamado Teomenss Fansriptass eversa (TERT); & probeinas ac=ssonas, tis como dysoerin,
MHFZ, NOFID, ponbina — repfina = Dyskedn TCAS 1. (29) . MHFZ & NOFID slo necessinas para sstabilzar
& TERC & habift-o a acumular-ss denbo da céjula. Am disso, dyskerdn & pontina-napdna peritem gue a
wrido do compisss TERC-TERT. Duranis o alongaments s beidmenss, & Momerass COopara Com varks
proieinas, como a “siedberin Family” (sels profeinas denominadas TRF 1, TRFZ, Rapd, TINZ, POT1 & TPP1)
& Chaperonas mokeculanes Bls como 8 heat shock proteinS0. (30,3 1], Cenbenas de eshidos patolidgloos em
mdeios animals & bacidos de cArcer humano tEm demorsirado que a i=lomerass astd upregulada na
presznm de ieldmerns oans em linhapens de cfulas de céncer. Tomands o complexo elomerase & sua
dindmica ako de pEsgquisa na tumon piness Justficativas, patopinese molecular dos crankofanngiomas
permanece pouct compreendida. Mutagio no CTHME1 fol snconirada em apenas cerca de 70% dos
aCFs Encurtamento dos b=ldmercs e abvagio da telomerass podem ser evenkos subjacent=s &
ranstormagio neoplasica |35 Mo K ra Ihemabra aalacho da disfunplo tioméncs na umongénese dos
craniofaringiomas. GemalAvallar a dindmica i=iomérica na paticpinese dos rankcfarngiomas. EspecFficosEm
cranicfaringlomas Avallar como se comporta & dindmica feicmdrics, atavis de andlise de comprimento
pelomirico & de expressio de componentes da ielomerase  Avallar a presenga de matapbes da regiio
promoiora do gene TERT = a expressio da telomerass (geres TERT & TERCP Avallar presenca de
comeiagio enfre achiades mokecuiares & carciersticas clinicas, come tamanho tumoral, necoméncl e
agressividade Aspecics dioos Esie estudo sard submetido 30 Comil® de Ebca do HospBal des Clinlces da
Faculdade de Medcina d= Ribeirds Fretoldaterisl @ Mébodos PacientesSerfo estudados 20 pacient=s
portadores de craniofaringiomas seguidos no Ambulattrio de Meunsendocrinologla ds Faculdsde de
Medicinag d= Rk=iric Prefo da Universidade de 340 Paule. Todas as amcsiras de wmores Ripofsarcs
foram coletadas duranbs cirorgls, 3 gue oz paclenies s= submei=ram como parie iniegranie de seu
tratamento. Cutne fragmento, @mbém coletado durands o procedimento clrongico, & armazenado em
ritropnio liquido & postedoments micodissecsdo por patcioglsta axperents pars sspamr quakqusr tscido
rdo tumoral. O tumor microdissecado & armazenado 3

Endarega:  CAMPUS LMVENSTARD

Balime: MONTE SLLECGNE CEP: |4 045500
ur B Bunicipicc MHONAD PHETO
Temiona [ EpER-II Faz: (1EO0EIE1144 E-rmall: sz ump br
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70°C para futuros estedos moleculares. Ma ocasido da wtizaplo da amostra tumoral em estudos
moleculares, a mesma & homogensizada wflizando o Polytron TRL Extracio de DRA & FAAA exiracho de
DMA & RMA becidual serd realizada utiizando TRizol Reagent {invitregen, LE= Technoksgles, Cansbad, CA,
UEA) segundo profccodo do Tabricante. A Integridads das amosinzs ser avalada por sletrodorese am gl de
agamose 1% contendo bromets de etideo. Avallapio da expressdo penicadpos & sindese de COMA, 2
eypressdo relabva dos genes = conbroles anddgenes fol avallada por qPCS métode Taghand® em
InsFuments T500 Real-Time PFCR 3ystem (Applied Elosystems, Foster City, ©A, UBA)L Os5 ensalos
TagMang (Gene Expression Assays] utizados para os genes eshudados serdoc TERT [(HsDDST2SS5_mi1],
TERC [Hs03454202_=1). Nas reagles para ampificapdo dos genes TERC & TERT, RNA exTaldo de oultura
de cilulas Hela serd ufllizado como controle positeo. Awvaliacio da regilo promaoton do gene TERTA regiic
promoion do gene TERT, serd ampificada & sequenciads usando primers confecidas. Analsanemos of hot
spots J4 descritos por PCR seguide do seguenciamentoofvallagho do compriments brlomardcod
comprimento teloméricn serd vallado aravis de tdonica basesds =m FCR quaniEativa, gque avals a
aburdincla da sequénda Eloméncs (TTAGEE] em :-umpnm-;!u & abursdimcla de um gene de copla onikca
3584 (pene de referdncla ou single gene) (Cawihon 2002; Browlelle, Moore =t al. 2007 LARSIse ssabistica
Berd ulizado o feste de andlise estatisfica de Kruska-Nalls para as varidvels continuas & o feshe axaby de
Flsher para varidvels cabsgoncas. Os dados serlo analis=sdos pelo sofbwars GraphPad Frism S = as
dferenpas consideradas significativas com p < 0,05,

Dbjadivo da Pecgulca:

Dhgefivo Primanio:

Ayalar 3 dindmica i=ioménca na patopinese dos crankofanngiomas.

Dbgefivg Becundarnia:

» Awallar como & COMPOEA & dindmica ielomarica, ataves de andllse de comprimendo teicmkncoo & de
expressio de componentes da izlomerase.

* Avallar & presenca de mutacles da regiio promoton do pere TERT & a expressio da isomerxse (penes
TERT & TERC])

* Avallar presenga de comelapSo enine achados moleculares = camcieristicas clinicas, coma Bsmanho
tumoral, recomencla & agresshidade.

Awallapdo doc Flcoor & Benaflolo:
Riscos:
0 risco da participapio nesis estudo & de 0 padents s= senbir obrigado a participar, no entanio

Enderepa:  CARPUS UMVENSITARD

Bmlima: MONTE SLLCNE CEP: 14045500
[L - Hunicipic: HORAD PFHETO
Talwfona: | |EQMOCIIE Fan:  (TEOEE51144 E-rail: cecfeos um br
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Comirunghs da Ferecs 457 O

RS EESEJUNATIOS JUE 0 ACompaniamenio no Hospkal conbnuard o mesmo, iIndependeni= da deczio do
pacieni= de paricipar ou nfio. Risco de perder o anonimabs sxishe mas serd miniEsdo peios esfonpos dos
pPesqulsadores

Beneficios:

Com a avalagic do materal da tumer, o= pesquisadores tentario responder penguntas =m relaclo A
origem,, bumongémesls, do oraniofaningoma.
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Telomere length and Wnt/g-catenin pathway
in adamantinomatous craniopharyngiomas
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Abstract

Objectives: To evaluate how telomere length behaves in adamantinomtous craniopharyngioma (aCP) and if it
contributes to the pathogenesis of aCPs with and without CTNNBT mutations.

Design: Retrospective cross-sectional study enrolling 42 aCP patients from 2 tertiary institutions.

Methods: Clinicopathological features were retrieved from the patient’s charts. Fresh frozen tumors were used for
RNA and DNA analyses. Telomere length was evaluated by qPCR (T/S ratio). Somatic mutations in TERT promoter
(TERTp) and CTNNBT were detected by Sanger and/or whole-exome sequencing. We performed RNA-Seq to identify
differentially expressed genes in aCPs presenting with shorter or longer telomere lengths.

Results: Mutations in CTNNB1 were detected in 29 (69%) tumors. There was higher frequency of CTNNBT mutations in
aCPs from patients diagnosed under the age of 15 years (85% vs 15%; P =0.04) and a trend to recurrent disease (76%
Vs 24%; P =0.1). No mutation was detected in the TERTp region. The telomeres were shorter in CTNNB7-mutated aCPs
(0.441, 1QR: 0.297-0.597 vs 0.607, IQR: 0,445-0.778; P =0.04), but it was neither associated with clinicopathological
features nor with recurrence. RNAseq identified a total of 387 differentially expressed genes, generating two clusters,
being one enriched for short telomeres and CTNNB7-mutated aCPs.

Conclusions: CTNNB1 mutations are more frequent in children and adolescents and appear to associate with
progressive disease. CTNNBT-mutated aCPs have shorter telomeres, demonstrating a relationship between the
Whnt/g-catenin pathway and telomere biology in the pathogenesis of aCPs.
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Introduction

Adamantinomatous craniopharyngioma (aCP)
predominates in childhood with a bimodal age
distribution peaking at the ages of 5-14 and 65-74 years (1,
2).aCP is formed through the neoplastic transformation of
embryonic remnants of the craniopharyngeal duct and the
Rathke's pouch (3, 4). aCPs also share morphological and
genetic characteristics with ameloblastoma or keratinized
and calcified mandible odontogenic cysts suggesting they
have a common origin (5). Macroscopically, aCPs appear as
firm, cystic masses in the suprasellar region, often calcified,
in an invasive pattern and adherent to blood vessels and
cranial nerves (2).

Gaston-Massuet et al. developed amutant mouse model
resistant to B-catenin degradation in immature Rathke's
pouch progenitor cells and provided evidence that the
development of aCP is related with g-catenin activation in
pituitary progenitor stem cells expressing SOX2, SOX9, and
Pp27KIP (6). The Wnt pathway regulates cell development
and differentiation, and its abnormal activation has been
associated with several cancers (7). Somatic mutations in
theexon 3 of the B-catenin coding gene (CTNNBT) were first
identifiedinaCPsin 2002 (8) and further studies have found
them in 16-100% of the aCPs (8, 9, 10). Nucleocytoplasmic
p-catenin accumulation has been observed in 90-94%
of aCPs (11, 12) but not in other pituitary tumors (13),
and it has been associated with progressive discase (14,
15). B-catenin accumulation has been found in small cell
clusters of spiral epithelial structures or in some cells near
the infiltrating edge of the tumor. These areas are critical
signaling centers for proliferation and differentiation of
aCPs through paracrine factors (16, 17), activating the
Sonic Hedgehog (SHH), mitogen-activated protein kinase
(MAPK/ERK), transforming growth factor g (TGFB), and
bone morphogenetic proteins (BMP) pathways, among
others (16, 18, 19, 20). The heterogeneous clinical course of
these tumors may suggest the acquisition of other genetic
or epigenetic alterations.

Telomerase extends telomeres and cell proliferative
capacity, and its reactivation occurs in >90% of cancers.
The telomerase complex includes the telomerase reverse
transcriptase (TERT), an enzyme that maintains the
ends of the chromosome during replication, an RNA
telomerase (TERC) that binds to the 3’ end of telomeric
DNA, and accessory proteins such as dyskerin (21). Short
telomeres and telomerase upregulation are commonly
found in cancer cells (30, 31). It is still not clear, however,
how telomerase reactivation behaves in aCP or how it
contributes to its pathogenesis (22, 23).

Telomeres and g-catenin in
craniopharyngiomas

Germline and somatic mutations in the TERT
promoter (TERTp) have been found in glioblastomas
(83%), melanomas (67%), bladder cancers (59%), and
several other tumors (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30) but not
in pituitary adenomas (31). TERTp mutations were also
related to tumor aggressiveness and worse prognosis (26,
27, 28, 29, 30). Such mutations occur at two nucleotides,
located ~124 and —146 bp upstream from the ATG start
site and result in increased TERT transcription (24).
Furthermore, TERTp methylation and copy number gain
have been also associated with TERT upregulation (32, 33,
34). 'To understand the contribution of telomeres in aCP
tumorigenesis, in this study, we evaluated the presence of
TERTp mutations and telomere lengths in the presence
of CTNNBI mutations. We also assessed the association
between molecular findings and clinical characteristics.

Patients and methods

This study was approved by the Research Ethics Committee
ofthe Clinical Hospital of the Ribeirao Preto Medical School/
University of Sao Paulo (CEP/HCFMRP) (#4.970.916).
Written informed consent was obtained from all subjects
or their legal representants. The inclusion criteria were:
diagnosis of aCP confirmed by histopathological analysis
and availability of fresh frozen tumor.

Thisisaretrospective study comprising 42 patients with
aCPs, 21 of them from the neuroendocrinology outpatient
clinic at Ribeirao Preto Medical School, University of Sao
Paulo (FMRP-USP) and 21 from the endocrinology service
of the Federal University of Rio de Janeiro (UFR]), both in
Brazil. Most of the genomic analysis were performed in
all 42 aCPs. However, telomere length based on telomere
content was evaluated only in 37 of them according to
sample availability.

Complete clinical, and pathological
features were collected from the medical records from
the FMRP-USP cohort, as previously described (10, 15).
Hypopituitarism was diagnosed according to international
guidelines (35). The BMI z-score was used to diagnose
obesity (36).

Radiological, treatment, and outcomes data were
collected from all 42 patients. The surgical procedure was
performed according to the neurosurgical teams. Tumor
progression was defined as recurrence after total resection
or enlargement of a residual lesion leading to reoperation.
Total resection was considered when no remnant tissue
was detected in a postoperative control imaging, whereas
partial resection when tumor tissue persisted. All patients
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underwent ophthalmologic evaluation and imaging by
MRI and/or CT. The lesion size was measured in its largest
axis. Tumor volume (cm®) was calculated using the formula
width x height x length x 0.5 (37). Pre- and postoperative
MRI and CT were analyzed by a single neuroradiologist
(JGOO). Hypothalamic invasion was evaluated according
to Puget et al. (38).

Sample collection, nucleic acid extraction, and
mutation analysis of the CTNNBT and TERTp

All tumor samples were collected during surgery. Part of
the tissue was separated for routine histopathological
examination and part was immediately frozen and later
microdissected to isolate tumoral tissue for molecular
studies.

DNA and RNA were isolated by TRIzol* reagent
(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific). Sample integrity
was evaluated by spectrophotometry at an absorbance of
260/280 nm using NanoDrop™2000/2000¢ (Thermo Fisher
Scientific) and by agarose gel electrophoresis.

The exon 3 of the CINNBI was evaluated in all
42 samples, either by Sanger sequencing or by whole-
exome sequencing (WES). The TERTp was amplified
by PCR followed by Sanger sequencing using the
following primers (F: $-CAGCGCTGCCTGAAACTC-3’
and R: S“GTCCTGCCCCTTCACCTT-3"). The acquired
sequences were compared to CTNNBI reference sequence
(ENSG00000168036) and TERTp reference sequence
(ENSGO00000164362) using the CodonCode Aligner
V4.0.4™,

Telomere length measurement

Among the 42 aCP samples studied, 37 were available
to evaluate telomere length based on telomere content.
The telomere content was measured using a quantitative
PCR-based technique that compares the abundance of
telomere sequences to a single-copy gene (gene 36b4),
as described elsewhere (39). The standard curve was
performed with DNA in six serial dilutions in the range
of 0.3125-10 ng. Cycle thresholds (Cts) from the telomere
assay were normalized to the single gene 36b4 assay using
the T/S ratio (Ct(telomere)/Ct(single gene 36b4)), which
corresponds to the relative amount of telomeric DNA (T)
to the beta-globin single copy gene (8). Telomere length
was expressed as relative T/S ratio of each sample (x),
normalized to the average T/S ratio of the standard curve
(r) (2 ~ACx— A _ 9 -AMCY 45 previously described (40). We
used the median of T/S of the samples to classify aCPs

Telomeres and g-catenin in
craniopharyngiomas

into two groups: aCP1 with shorter and aCP2 with longer
telomere lengths,

RNA-seq and differentially expressed genes (DEGs)
analysis according to telomeres length

We had previously performed RNA-seq in a series of
aCPs (manuscript in preparation). Among the samples
analyzed for CINNBI mutations and telomere lengths
measurement, 16 had also been submitted to RNA-seq.
Briefly, data on RNA-seq were merged by FASTQs and
aligned to GRCh37(hs37d5) by STAR (v2.5.3a). Picard
Mark Duplicates (v1.128) identified duplicate reads in
the aligned bams, producing marked bams and metrics
files. Star-Fusion (v0.8.0) identified potential fusion
transcripts, also using the STAR aligner. Fusion catcher
(v0.99.7b) identified novel and known somatic fusion
genes, chimeras, and translocations. lTo identify DEGs
between samples presenting shorter or longer telomere
lengths, we used the DESeq2 package (41). To generate
the read counting matrices aligned to the genome, we
used the htseq-count from the HTSeq package (42). Read
counts were normalized by the size of each library using
the cpm method (counts per million = (counts per feature
/ total reads) * 1 000 000). For the filtering process, only
genes with at least 2 cpm in at least three aCP samples
were kept. The total list of transcripts expressed in log?
cpm, normalized with Z-score, and filtered for significant
DEGs (adjusted P-value < 0.05 and log? fold change >1 or
<—1) was used to generate the heatmap with the relevant
clinical data. For the heatmap analyses, log? cpm values
normalized by Z-score were used.

o further validate our data, a subset of downregulated
DEGs between aCP1 and aCP2 groups were evaluated by
quantitative real-time PCR (qPCR). The same RNA samples
subjected to RNA-seq (500 ng) were reverse-transcribed
using the High-Capacity ¢cDNA RT kit and MultiScribe®
enzyme (Life Technologies). The TagMan” assays (Applied
Biosystems) targeting the genes, GLUL (Hs00374213_m1),
GPX1 (Hs00829989_gH) and FDX1 (Hs01070065_g1), and
the endogenous controls GUSB (4326320F) and PGK1
(4326318F) were used since these assays were promptly
available. Relative mRNA expression levels were determined
using the 2-M® method.

The Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was
based on the WEB-based GEne SeT Analysis Toolkit. The
interested lists contained 15 566 user IDs; among them
14 846 were unambiguously mapped to 14 846 unique
entrezgene 1Ds while 720 could not be mapped to any
entrezgene 1D. Among the 14 846 unique entrezgene 1D,
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1910 were annotated to the selected functional pathways,
which were used for the enrichment analysis (43, 44). We
also analyzed pathways enrichment by over representation
analysis (ORA). The lists of upregulated and downregulated
DEGs contained 271 and 116 unique entrezgene IDs; among
them, 251 and 108 were annotated to functional pathways.

Statistical analysis

Quantitative variables were compared between groups
using the nonparametric Mann-Whitney test or Kruskall-
Wallis, when appropriated. Categorical data were analyzed
by chi-square test or Fisher's exact test. McNemar test was
used to compare groups paired with categorical variables
and Wilcoxon rank test between groups paired with
continuous variables. Time to disease progression was
evaluated by the Kaplan-Meier and the curves compared
by the Log-rank test. Correlation between continuous
variables was evaluated using Spearman’s correlation.

The Minitab® Statistical Software 2021-LLC program
was used. The significance level adopted was a= 5%.

Results

In thisseries of 42aCP patients, 22 (52.3%) were female and
themedianageat diagnosiswas 15 years (interquartile range
Q1-Q3 (IQR): 7-26). Among FMRP-USP cohort (n=21),
headache (85.79%) and visual field alteration (66.7%) were
the most common symptoms at the diagnosis, followed
by vomiting (28.6%) and seizure (23.8%). Hypersomnia
and hyperphagia were also observed in 19 and 47.6%,
respectively, and obesity in 52.4% of the patients. At least
one pituitary hormone deficiency was observed in 76.2%,
while 38.19% presented with three or more deficiencies.

Radiological characteristics of tumors were obtained
from the entire cohort (n=42). Most tumors present
solid-cystic (90.5%) and calcified lesions (95.2%). Tumors
were large (38 mm; 1QR: 31-45) and 78.6 % had tumor
volume of 13 cm® (IQR: 5.5-30). Regarding hypothalamic
involvement, most tumors (81.09%) were classified as type
2,9.5% as type 1, and no invasion (type 0) was observed in
9.5% (Table 1).

All patients underwent surgical treatment (Table 2).
Transcranial  approach was more  frequent  than
transsphenoidal (80% vs 20%). Partial tumor resection
occurred in 80.5% of the patients. One surgery was
performedin 37.5%of the patientswhereas 37.5% underwent
two surgeries, 109% three surgeries, 12.5% four surgeries,
and 2.5% five surgeries. Recurrence occurred in 61.9% of

Telomeres and g-catenin in

craniopharyngiomas

Table 1 Radiological characteristics of tumors from patients
(n = 42) with adamantinomatous craniopharyngioma. Data are
presented as n (%) or as median (Q1-Q3).

Tumor characteristics Values
Cystic 1(2.4%)
Solid 3(7.1%)
Solid cystic 38 (90.5%)
Presence of calcifications 40 (95.2%)
Largest axis size (mm) 38(31-45)
Tumor > 30 mm 34 (81%)
Hipotalamic invasion*

Type 0 4(9.5%)

Type 1 4(9.5%)

Type 2 34 (81%)

*According to Puget et al (38). Type 0: no hypothalamus invasion, type 1:
hypothalamus displaced by the tumor but not invaded, type 2: invasion
and infiltration of the hypothalamus.

the patients; the time to tumor progression was 21 months
(IQR: 8.6-42), and 53% received adjuvant radiotherapy. Two
patients (4.8%) died as a result of the disease.

From the clinical outcomes obtained from FMRP-
USP cohort, we observed an increase in endocrine
complications during the follow-up: diabetes insipidus
(DD (19% vs 71.4%; P=0.0001), hypogonadism (33.3% vs
66.6%; P=0.008), GH deficiency (43% vs 71.4%; P=0.01),
and hypothyroidism (43% vs 95.2%; P=0.0001), adrenal
insufficiency (43% vs 90.5%; P=0.0001). The number of
patients with at least three affected axes increased from

Table 2 Treatment and clinical outcomes of patients with
adamantinomatous craniopharyngioma. Data are presented
as n (%) or as median (Q1-Q3).

Treatment Values
Surgical approach

Transsphenoidal 8/40 (20%)

Transcranial 32/40 (80%)
Resection

Partial 33/41 (80.5%)

Total 8/41 (19.5%)
Number of surgeries

1 15/40 (37.5%)

2 15/40 (37.5%)

3 4/40 (10%)

4 5/40(12.5%)

5 1740 (2.5%)
Radiotherapy 22/42 (53%)
Follow-up (months) 56.2 (46.3-82.1)
Recurrence® 26/42 (61.9%)
Time to disease progression (monthsy** 21(8.6-42)
Death 2/42 (4.8%)

*Recurrence was defined as tumor growth or reappearance after initial
surgery. **Time to disease progression was defined as the time in
months between the initial surgery and the need for a new procedure,
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38.1% to 85.7% (P=0.001). Hypersomnia (0% vs 19%) and
hyperphagia (19% vs 52.3%; P=0.01) also increased but not
obesity (52.3% vs 57.1%).

Evaluation of CTNNB7 and TERTp mutations and
telomere lengths

Using Sanger or WES, exon 3 CTNNBI mutations were
found in 29 out of 42 aCPs (69%), 1 being deletion and 11
different missense mutations.

No TERTp mutations were found. The telomere length
was evaluated in 37 out of 42 patients (51% females). The
median telomere length (T/S) was 0.454 (IQR: 0.338-
0.661). Females presented higher T/S than males (0.505,
1QR: 0.441-0.758 vs 0.392, IQR: 0.287-0.574; P=0.005).

CTNNB1 mutations and telomere lengths and their
significance on clinical and prognosis of aCPs

We also compared the clinical characteristics between aCP
patients presenting mutated- or non-mutated CTNNBI.
There was no difference regarding clinical features at the
diagnosis or the follow-up.

There was a trend of lower age at diagnosis in patients
with CTNNBI mutated tumors (12.5, 1QR: 6.7-21.5 vs
22, IQR: 13-28.5 years; P=0.08) and higher prevalence of
CTNNBI mutations in patients diagnosed under the age of
15 years (85% vs 15%; P=0.04). CTNNBI mutations were
not associated with tumor radiological aspects, surgical
approach, extension of resection, number of surgeries, and
need for adjuvant radiotherapy. Mutated and non-mutated
patients had similar time of follow-up (54, IQR: 38-86 vs 60,
1QR: 44-123 months; P=0.4); however, there was a trend of
more frequent recurrence in CTNNBI-mutated group (76%
vs 24%; P=0.1). The median time to tumor progression
was 18.8 and 37.6 months in CTNNBI-mutated and non-
mutated groups, respectively (Fig. 1).

Patients with T/S < or >0.45 were classified as shorter
or longer telomere length groups, respectively. We
compared the clinicopathological, radiological, treatment,
and outcome features between these two groups, and no
differences were observed.

In the group of 37 tumors evaluated for CTNNBI
mutation and telomere length, 27 (73%) were CTNNB1
mutated and presented shorter telomere lengths than the
non-mutated aCPs (0.441, IQR: 0.306-0.608 vs 0.607, IQR:
0.445-0.778; P=0.04; Fig. 2). In a multivariate analysis,
age at diagnosis did not associate with the telomere length
when comparing mutated- and non-mutated CTNNBI
aCPs (P=0.5).

Telomeres and g-catenin in
craniopharyngiomas
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Figure 1

Kaplan-Meier curve demonstrating the time (months) to
disease progression according to the presence or absence of
CTNNB1 mutation in adamantinomatous craniopharyngiomas.

Differentially expressed genes in aCPs regarding
telomere lengths

Among the aCPs evaluated by RNA-seq in which the
telomere lengths and CTNNBT mutations were available
(n=16), patients were classified according to telomeric
length (shorter: aCP1 and longer: aCP2). We analyzed the
profile of DEGs between these groups. A total of 387 DEGs
were identified, 271 being upregulated (Supplementary
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Figure 2

Telomere length presented as telomere/single gene ratio (T/S)
in patients with adamantinomatous craniopharyngiomas in
the presence or absence of the CTNNB1 mutation (*P =0.04),
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Table 1, see section on supplementary materials given at the
end of this article) and 116 downregulated (Supplementary
Table 2), generating 2 clusters: 1 enriched by /S <0.45, in
which all aCPs had CTNNB mutations (corresponding to
aCP1) whereas in the other, 4 out of 8 aCPs had CTNNB1
mutations (corresponding to aCP2) (Fig. 3). lo confirm
the robustness of our experimental data, we selected
three downregulated DEGs (GLUL, GPX1, and FDX1)
and validated also by qPCR that these transcripts were
underexpressed in the shorter (aCP1) than in the longer
(aCP2) telomere length groups.

Based on the standard parameters, upregulated
and downregulated pathways were identified by GSEA
(Supplementary Table 3) and by ORA (Supplementary
Table 4). Figure 4 shows the top ten upregulated pathways,
which involve Wnt, Cadherin, and Hedgehog signaling
pathways, and the top ten downregulated pathways,
which involve cell cycle, receptors, and neurotransmitters
pathways.
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Telomeres and f-catenin in
craniopharyngiomas

Discussion

In the present study, we confirm the high morbidity
observed in patients with aCP who usually present with
large tumors, mostly invading the hypothalamus, which
justifies the high percentages of hypopituitarism, obesity,
and CTNNBI
mutations might be associated with higher prevalence of

neuro-ophthalmological  alterations.
recurrence and earlier disease progression. Although we
did not observe mutations in the TERTp region, telomere
length was shorter in patients with CTNNBI-mutated
aCPs. This is robust evidence of the relationship of the
Wnit/g-catenin and telomere pathways in the pathogenesis
of adamantinomatous craniopharyngiomas.

The present series consisted of 42 patients with aCPs,
with no gender differences, similar to observed in different
series of the literature (45, 46, 47, 48). Our patients were
young, with 57% of them diagnosed under the age of 18
years, similar to the series of Karavitaki et al. (45); thus,

Figure 3

Transcriptome of adamantinomatous
craniopharyngiomas (aCPs) according to
telomere length. Heatmap with clustering
16 aCPs dassification based on
differentially expressed genes (DEGs)
according to telomere length ratio (1/S)
identified two main clusters: aCP1 (green)
and aCP2 (gray), corresponding to T/S
<0.45 and T/S >0.45, respectively.
Unsupervised hierarchical clustering
analysis (UHCA) was performed
considering Euclidian distance and Ward's
method. Molecular and clinical
annotations are provided. All variables
follow the color code classification,
described at the right of the figure.
Expression profiles related to the DEGs
among the two aCPs according to
telomere length groups (aCP1 vs aCP2).
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Figure 4

Differentially expressed genes (DEGs) in adamantinomatous craniopharyngiomas (aCPs) according to telomere length ratio (T/S)
and enrichment analysis. (A) Volcano plot with the DEGs Identified between aCP1 (T/5 <0.45) and aCP2 (T/S >0.45) groups. The
DEGs were filtered by adjusted P-value < 0.05 and log, fold change >1 for upregulated genes (red) or <-1 for downregulated
genes (blue). Pathway enrichment analysis were performed by (B) over representation analysis (ORA) and (C) Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA). Top ten positive and top ten negative related pathways were identified as enriched.

it was not possible to observe the bimodal distribution  severe and progressive disease observed mainly in young
described in the literature (1, 2, 49). Most tumors had patients (50). Two-thirds of the patients underwent two
more than 30 mm in the largest dimension and had type  or more surgical procedures and half underwent adjuvant
2 hypothalamus involvement, data in agreement with  radiotherapy. These procedures worsen hunger/satiety
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behavior contributing to hypothalamic obesity, cognitive
deficits, visual changes, and hypopituitarism, resulting
in loss of quality of life (51, 52). All these findings are in
accordance with large revisions (45, 47, 53).

Searching  for  molecular  pathogenesis  of
craniopharyngiomas aims to improve the prognosis
providing  tumor-targeted  therapy (54). Indeed,
molecular markers allowed distinguishing  papillary
craniopharyngiomas (pCPs), which are associated with
the BRAFV60OE mutation, resulting in the activation of
the MAPK pathway (55) from aCPs that carry CTNNB1
mutations, stabilizing p-catenin, and leading to activation
of the Wnt pathway (56). In our current series of aCPs,
CTNNBI mutations were found in 69%, data in agreement
with the literature showing that large-scale sequencing
increases the methodological effectiveness for detecting
mutations (57).

There was no difference regarding clinicopathological
features, treatment, and outcomes between CTNNBI-
mutated and non-mutated groups. However, CTNNB1
mutations were more common in aCP patients younger
than 15 years (85% vs 15%). Moreover, there was a trend
of higher recurrence rate (76% vs 24%) and earlier tumoral
progression (18.8 vs 37.6 months) in the CTNNBI-
mutated group, suggesting association with more severe
disease. Previous studies showed no association between
the presence of CTNNBI mutations and tumor size,
hypothalamic invasion, number of surgeries, and time
to disease progression. However, studies showed that
recurrence (15) and worsening overall survival (14) were
related to tumors with greater nuclear staining of B-catenin.
Using next-generation sequencing, Hara et al. detected
CTNNB1 mutations in 709 of tumors and, likewise our
data, they found no differences in clinicopathological
features, treatment, and outcomes. However, when
patients who underwent radiotherapy were excluded, they
found a longer time of disease progression-free survival in
the CNNB1 non-mutated group (58).

The present study evaluated a possible role of abnormal
telomere length in the pathogenesis of aCPs since short
telomeres and telomerase hyperactivity have been found
more frequently in cancer than in normal tissues (21, 32).
We did not find mutations in the two TERTp hotspots in
any of the 42 samples studied. Until very recently, there was
no description in the literature regarding the contribution
of the TERTp mutation in craniopharyngiomas. Fujio et al.
showed in a group of 42 craniopharyngiomas (21 aCP and
21 pCP) the absence of the TERTp mutations in all samples.
These authors also assessed the methylation pattern in a
subset of 24 tumors. Among these, 14 (58%) had TERTp
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methylation but without correlation with aggressiveness
(59). Altogether, that previous study with 21 aCPs and
the present study with 42 aCPs rule out the role of TERTp
mutations on aCP pathogenesis.

Telomeres progressively shorten leaving the cell cycle
in senescence. Also, telomerase confers cell immortality,
a hallmark of cancer. In the current study, we also
assessed telomere lengths in aCPs, which were longer
in females, confirming what has already been shown in
normal population by a meta-analysis (60). It is still not
completely understood how telomere length or telomerase
activation could influence craniopharyngiomas’ behavior.
We did not find difference in telomere length regarding
clinicopathological features, treatment, and outcomes.
One possibility to explain our finding is that the majority
of our patients had an aggressive disease, which can be
considered a limitation of this study. Perhaps, if our sample
was composed by tumors with different invasiveness
grades, biological differences regarding disease progression
and prognosis could be revealed, as well established in the
evolution of color ectal cancer (21).

We found the association of shorter telomere length
with CTNNBI mutations, which could contribute to the
carlier tumoral progression observed in patients with
CTNNB1 mutated aCPs. Interestingly, a study using embryo
chimeras of telomerase deficient zebrafish generated from
melanoma-prone observed that telomere shortening gives
rise to increased senescence and systemic inflammation
promoting tumorigenesis in a noncell autonomous
manner, resembling aCPs origin (61, 62).

We also hypothesized that samples presenting shorter
or longer telomere lengths should have upregulated and
downregulated DEGs that would differentially enrich
metabolic and cell signaling pathways. Taking advantage
that we had just performed RNA-seq in aCP samples in
our lab (manuscript in preparation) and the fact of among
those samples, 16 aCPs had data on CTNNBI mutations
and telomere length, we showed unique entrezgene 1Ds
annotated for the Wnt, Cadherin, TGF-beta, and Hedgehog
signaling pathways, all of them directly involved in the
pathogenesis of aCPs (47). These results suggest that
these pathways might also be related to telomere length
suggesting its important role in the tumor biology of
aCPs. Besides Wnt, all these other pathways might
promote tumor growth, infiltration, and angiogenesis by
the activation of transcription factors in palisade cells by
autocrine and paracrine actions.

Using a murine aCP model, longer telomeres were
observed in B-catenin cluster cells than in the surrounding
cells, which is a characteristic of undifferentiated pituitary
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progenitors/stem cells. However, a similar analysis on a
few human aCP samples revealed longer telomeres in the
surrounding cells rather than g-catenin cluster cells (16).
These authors postulated that in mouse and human aCP
B-catenin clusters contain slow-dividing/quiescent cells, a
feature associated with stem cells (6). The present study is
the first to evaluate the telomere length in a large sample of
human aCPs and its relationship with clinical parameters.
In addition, we identified a set of differentially expressed
genes (DEGs) using an unsupervised RNA-seq approach,
which differentiates the groups with shorter or longer
telomeres, allowing further studies to expand the putative
pathways involved in the interaction between -catenin
and telomere biology.

Our data strengthens the relationship of the Wnt/g-
catenin pathway and telomere length in the pathogenesis
of aCPs. Interestingly, Zhang et al. using human cancercells
showed that TERT is a direct target of the Wnt/B-catenin
pathway and B-catenin/TCF4 complex binds to the TERTp
and increases telomerase activity. These findings link these
two important pathways in the origin and progression of
cancers (63). Indeed, in multiforme glioblastoma, Behrooz
and Syahir explored the relationship between TERT and
CD133, a cancer progenitor cell marker, which acts via
Wnt/B-catenin. The authors postulate that B-catenin
stimulates TERT transcription while TERT acts as a cofactor
to the transcription of g-catenin target genes (64).

Several compounds targeting telomere-telomerase
have become object of cancer research. Imetelstat, a
telomerase inhibitor under clinical development, is a
template antagonist (65). The 6-thio-dG
nucleoside analog is incorporated into telomeres by
telomerase and activates DNA repair mechanisms and
senescence or crises only in telomerase positive cells (66).
Another specific therapeutic option in development is the
‘Telomelysin/OBP-301, which hasoncolyticeffectin affected
cells (67). Tankyrase works in telomeres by binding to TRF1
and promoting its PARylation. Indeed, the Tankyrase
inhibitor blocks the PARylation of TRF1 and holds them
in telomeres, contributing to shorten telomeres. In the
Wnt pathway, tankyrase connects to AXIN1/2 stabilizing
AXIN, which in turn degrades B-catenin. So, tankyrase
inhibitors would cause decreased Wnt/g-catenin signaling
(67, 68). The crosstalk between Wnt/B-catenin pathway
and telomeres opens up the possibility of these drugs as
alternative target-directed treatments for recurrent and
progressive aCPs.

In conclusion, our series confirms the high morbidity
in patients with aCP who present hypopituitarism, obesity,
neuro-ophthalmological alterations, and tumors invading

telomerase
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the hypothalamus. Our data suggest that the presence of
CTNNBI mutations is associated with greater prevalence
of recurrence and earlier disease progression. Finally, we
ruled out the involvement of mutations in the TERTp in
the pathogenesis of aCPs. However, the telomere length
was shorter in CI'NNBI-mutated aCPs, evidencing the
relationship of these pathways in the tumorigenesis of
aCPs. This knowledge opens doors for the development of
targeted drugs and precision medicine in the treatment of
patients with aCP.
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